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Zusammenfassung 
Die Verbindung von genetischen, physikalischen und zytologischen Daten ist entscheidend 
für die Genom- und Chromosomenanalyse. Obwohl Beta vulgaris (2n = 18) als wichtige 
Kulturpflanze und Untersuchungsobjekt der Grundlagenforschung eine intensiv analysierte 
Art darstellt, existiert bisher keine Verknüpfung zwischen Kopplungsgruppen (LG) und 
Chromosomen. B.-vulgaris-Chromosomen können zudem aufgrund fehlender morphologi-
scher Unterscheidungsmerkmale bisher nicht einzeln identifiziert und klassifiziert werden. 
Somit sind zytogenetisch gewonnene Ergebnisse nicht ohne weiteres auf genetische Kopp-
lungsgruppen und physikalische Karten übertragbar. Zytogenetische Methoden können zur 
Analyse struktureller Chromosomenveränderungen, zur Identifizierung und Lokalisierung von 
repetitiver DNA sowie zur Kartierung schwierig zu positionierender Marker verwendet wer-
den. Ziel dieser Arbeit war es daher, ein FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung)-
Verfahren zu etablieren, das die Kopplungsgruppen und Chromosomen der Zuckerrübe korre-
liert und die mikroskopische Identifizierung aller Chromosomenarme ermöglicht. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein FISH-Referenzkaryotyp der Zuckerrübe entwickelt. 
Durch ein Sondenset aus 18 BACs (bacterial artificial chromosome) sind alle Chromosomen-
arme der Zuckerrübe identifizierbar und werden mit den nördlichen und südlichen Enden der 
genetischen Kopplungsgruppen verknüpft. Somit ist eine einheitliche Nummerierung von 
Kopplungsgruppen und Chromosomen möglich. 
Durch die gleichzeitige Hybridisierung von chromosomenspezifischen BACs und den Satelli-
ten-DNA-Sonden pAv34 und pBV VI beziehungsweise pEV und pBV wurden die Vertei-
lungsmuster der Sequenzfamilien auf den Chromosomen ermittelt. Die gleichzeitige Hybridi-
sierung aller vier repetitiven Sonden ergab ein chromosomenspezifisches Muster aus subte-
lomerischen, interkalaren und zentromerischen Signalen. Damit ist die Identifizierung aller 
B.-vulgaris-Chromosomen in einem einzelnen FISH-Experiment möglich. Zudem wurden 
dadurch die Chromosomen mit hohem Anteil an tandemartig angeordneten repetitiven Se-
quenzen identifiziert und die Chromosomenregionen lokalisiert, welche die Sequenzassemb-
lierung behindern können. Sowohl das entwickelte BAC-Set als auch der Sondenpool aus 
repetitiver DNA unterscheiden die somatischen Metaphasechromosomen erstmals unabhängig 
von trisomen Linien.  
Da mit Hilfe der Satelliten-DNA-Sonden alle Chromosomen gleichzeitig markiert werden 
können, waren die spezifischen physikalischen Längen ermittelbar. Sie wurden mit den gene-
tischen Längen der Kopplungsgruppen in Verbindung gebracht und deckten eine kopplungs-
gruppenspezifische Rekombinationshäufigkeit zwischen 0,73 und 1,14 Mb/cM auf. 
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Durch Hybridisierung der BACs und subtelomerischer beziehungsweise telomerischer Son-
den auf Pachytänchromosomen wurde der Abstand der BACs sowie der in ihnen enthaltenen 
genetischen Marker zum physikalischen Chromosomenende abgeschätzt. An fünf Chromo-
somenenden wurde ein deutlicher Abstand zwischen den Signalen des BACs und der termina-
len Sonden festgestellt. Die zugehörigen Kopplungsgruppen sind demnach erweiterbar. Zu-
dem wurden drei BACs mit nicht detektierbarem Abstand zum Chromosomenende durch 
FISH an gestreckten Chromatinfasern näher untersucht. Einer der drei BACs wurde eindeutig 
in unmittelbarer Nähe des Telomers nachgewiesen. Für dieses Ende (Chr 2N) ist die Wahr-
scheinlichkeit gering, dass die Kopplungsgruppe durch zusätzliche Marker erweitert werden 
kann; sie wird darum als abgeschlossen angesehen. Für die Enden Chr 4S und Chr 9S war der 
Abstand zwischen BAC und terminaler Sonde zu groß, um ihn durch Fiber-FISH zu ermitteln. 
Für sie sind weitere distal zu positionierende Marker wahrscheinlich.  
Weiterhin wurden bioinformatische Analysen an der verfügbaren B.-vulgaris-Genomsequenz 
RefBeet 1.0 durchgeführt. Scaffolds, welche die genetischen terminalen Marker enthalten, 
wurden bioinformatisch identifiziert und auf ihren Gehalt subtelomerischer und telomerischer 
Sequenzen untersucht. Vorhandene terminale Sequenzen sind ein Nachweis für eine terminale 
Lokalisierung der in-silico-Chromosomenabschnitte. Für drei Scaffolds mit zuvor ungeklärter 
Lage wurde dadurch das in-silico-Chromosom ermittelt beziehungsweise die nördliche oder 
südliche Position auf dem Chromosom dargestellt. Durch die Lokalisierung dieser Bereiche 
innerhalb der Sequenz in Bezug zum genetischen Marker und unter Berücksichtigung der 
Ergebnisse der Pachytän-FISH wurde die Strangorientierung von 16 Scaffolds ermittelt. Auf 
14 Scaffolds wurden die Abstände der Marker zu den terminalen Sequenzen bestimmt. Der 
Median betrug etwa 196 kb. Für alle Kopplungsgruppenenden außer dem Norden von LG 2 
und LG 4 ist das Vorhandensein weiterer distaler genetischer Marker wahrscheinlich.  
Satelliten-DNA ist innerhalb einer Art meist homogen, kann jedoch chromosomenspezifische 
Varianten ausbilden. Auf dem BAC-Marker für Chr 2N wurde durch Southern-Hybridisierung 
die subtelomerische Sequenzfamilie pAv34 detektiert. Von dem betreffenden BAC wurde 
eine Subklonbank erstellt. Durch Southern-Hybridisierung wurde der pAv34-Gehalt der Sub-
klone analysiert. Positive Klone wurden sequenziert. Dabei wurden vier verschiedene voll-
ständige pAv34-2N-Monomere detektiert. Im Vergleich mit pAv34-Volllängenmotiven aus 
der RefBeet 1.0 und dem Datensatz der nicht assemblierten Sequenzen der RefBeet 0.2 bilden 
die pAv34-2N-Einheiten mit pAv34-Kopien, die verschiedenen in-silico-Chromosomen und 
Contigs zugeordnet sind, eine Subfamilie. Aus den Sequenzen der Subklone wurden zwei 
Subklon-Contigs gebildet, die im in-silico-Chromosomenabschnitt von Chr 2N 
(Bvchr2.un.sca001) positioniert wurden. Dadurch wurden Regionen bisher unbekannter Se-
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quenz entschlüsselt. Abweichungen zwischen den assemblierten Daten und den Subklonse-
quenzen deuten auf Assemblierungsfehler der Genomsequenz in repetitiven Bereichen hin. 
Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse ermöglichen erstmalig die eindeutige Identifizierung 
aller B.-vulgaris-Chromosomen unabhängig vom Zellzyklusstadium und im Einklang mit 
genetischen Informationen. Zytogenetische sind jetzt mit molekularen Daten integrierbar und 
können verwendet werden, um den chromosomenspezifischen Satelliten-DNA-Gehalt aufzu-
decken und mögliche chromosomenspezifische Subfamilien zu identifizieren. Sie erlauben, 
physikalische Abstände zwischen Markern zu ermitteln und die Abdeckung von Kopplungs-
gruppen im terminalen Bereich zu untersuchen. Die Ergebnisse tragen dazu bei, Marker und 
nicht zugeordnete Contigs und Scaffolds zu kartieren, Ursachen für Lücken aufzudecken und 
damit die Sequenzdaten des Zuckerrübengenoms zu einer fortlaufenden, hochqualitativen 
Sequenz zu assemblieren. Die zytogenetischen Daten bilden zudem die Basis für zukünftige 
Untersuchungen struktureller Umbauten von Chromosomen, die während der Genomevoluti-
on stattfanden. 
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Abstract 
The correlation of genetic, physical and cytological data is crucial for interdisciplinary ge-
nome and chromosome analyses. Beta vulgaris (2n = 18) is an important crop and an object of 
basic research. Although it is an intensely analysed species, its genetic linkage groups (LG) 
have not been assigned to chromosomes. Additionally, sugar beet chromosomes lack distinct 
morphological features and could therefore not be identified and classified individually. Con-
sequently, results generated by cytogenetic methods can not be readily applied to genetic and 
physical maps. Cytogenetic approaches enable analysing structural chromosomal changes, 
identifying and localizing repetitive DNA, and mapping of markers which are difficult to 
place within linkage maps. Therefore, the main objective of this work has been the develop-
ment of a FISH (fluorescence in situ hybridization) procedure that correlates LGs with chro-
mosomes of sugar beet and that allows the microscopic identification of individual chromo-
some arms. 
In this work a FISH reference karyotype for sugar beet has been established. A set of 
18 BACs (bacterial artificial chromosome) allows the unequivocal identification of each 
sugar beet chromosome and assigns them to the southern and northern ends of LGs. Hence, 
the chromosomes are numbered in accordance with the genetic map.  
The arm-specific BACs and the satellite DNA families pBV and pBV VI or pEV and pAv34 
have been hybridized simultaneously to assign the distribution patterns of the highly abundant 
sequence families to chromosomes. Simultaneous hybridization of the four repetitive probes 
revealed a chromosome-specific pattern of subtelomeric, intercalary and centromeric signals. 
Thus, each of the sugar beet chromosomes can be identified in a single FISH experiment. 
Furthermore, chromosomes with a high content of repetitive DNA have been identified and 
chromosomal regions that may hinder the correct sequence assembly have been localized. The 
BAC set as well as the pooled satellite DNA probes discriminate the somatic chromosomes 
for the first time independently from trisomic lines.  
Since the chromosomes are differentially labelled with the satellite DNA probes their physical 
distances could be determined and correlated with genetic distances of the corresponding 
LGs. A LG-specific recombination frequency from 0.73 to 1.14 Mb/cM has been disclosed 
BACs and subtelomeric or telomeric sequences have been hybridized simultaneously on 
pachytene chromosomes to estimate distances between BACs plus the markers they contain 
and the physical chromosome ends. Five BACs showed substantial distances to the physical 
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chromosome ends; the corresponding LGs could thus be extended by additional markers. 
Furthermore, three BACs showing only minor distances to chromosome ends have been 
investigated in detail by fiber-FISH. One of these BACs was localized closely adjacent to the 
telomere. For this chromosome end (Chr 2N) it is unlikely that the LG could be extended 
distally by additional markers and is therefore considered to be closed. The BACs for the 
chromosome ends Chr 4S and Chr 9S have been too distant from the terminal probe to be 
bridged by fiber-FISH. For them it is likely that further markers can be placed distally. 
Furthermore, the B. vulgaris genomic sequence RefBeet 1.0 has been investigated. Scaffolds 
containing terminal genetic markers have been identified bioinformatically and analysed for 
the content of subtelomeric and telomeric sequences. The occurrence of terminal sequences 
confirms the terminal localization of in silico chromosome segments. Three scaffolds with an 
initially unknown position could thus be allocated to in silico chromosomes and to the north-
ern or southern position on the chromosome. The strand orientation of 16 scaffolds has been 
determined based on the localization of terminal sequences in relation to the genetic marker 
considering the results of FISH on pachytene chromosomes. The distance between markers 
and terminal sequences has been determined for 14 scaffolds. The median is 196 kb. It is 
likely that further markers can be placed distally from all LG ends except for the north of 
LG 2 and LG 4. 
Satellite DNA is usually homogenous within one species; however, it can form chromosome-
specific variants. Southern hybridization revealed that the BAC marker for Chr 2N contains 
the subtelomeric sequence family pAv34. The BAC has been subcloned and the pAv34 con-
tent of the subclones has been analysed by Southern hybridization. Positive clones have been 
sequenced. Thereby, four pAv34-2N monomeres have been detected. Compared to full-length 
pAv34 motives derived from the RefBeet 1.0 and from unassembled sequence data of the 
RefBeet 0.2 the pAv34-2N units form a subfamily together with pAv34 copies assigned to 
different in silico chromosomes and contigs. The subclone sequences have been assembled to 
two subclone contigs, which have been positioned within the in silico chromosome segment 
of Chr 2N (Bvchr2.un.sca001). Thereby, regions of unknown sequence have been decoded 
and probable misassemblies in repetitive regions within the RefBeet 1.0 have been disclosed. 
The results obtained in this work enable the identification of all sugar beet chromosomes 
independently from their stage of cell division and in accordance with genetic information. 
Cytogenetic data are integrated with molecular data and can be used for identifying the chro-
mosome-specific distribution of repeats and chromosome-specific repeat variants. They en-
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able determining physical distances between markers and investigating the terminal coverage 
of LGs. The results support the correct mapping of markers and unassigned contigs, uncover 
reasons for gaps within maps and sequence assemblies, and thus contribute to assembling data 
into a continuous high quality genome sequence of sugar beet. Moreover, the cytogenetic data 
represent the basis for future investigations of structural chromosomal changes that took place 
during evolution. 
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1 Einleitung 
Es ist kaum vorstellbar, dass die Hauptquelle des heute in Mitteleuropa konsumierten Zuckers 
erst im 18. Jahrhundert entdeckt und die Zuckerrübe (Beta vulgaris) in so kurzer Zeit zu der 
wichtigen Kultur- und wissenschaftlich erforschten Modellpflanze wurde, die sie heute ist. 
Inzwischen ist ihr Genom sequenziert und wird zurzeit annotiert. Dennoch fehlen bisher 
methodische Mittel, welche die Erkenntnisse aus Kartierungs- beziehungsweise Sequen-
zierprojekten und jene aus Chromosomenanalysen verbinden und eine übergreifende Anwen-
dung ermöglichen. Die gezielte Untersuchung von Chromosomen setzt voraus, dass sie in 
einer Zelle einzeln identifiziert und klassifiziert werden können. Den Metaphasechromoso-
men von B. vulgaris fehlen jedoch deutliche Unterschiede in Größe und Morphologie und 
somit die Grundlagen für ihre Einteilung nach klassischen Maßstäben. Daher blieben Ansätze, 
einen allgemeingültigen Karyotyp für B. vulgaris  zu erstellen, bisher erfolglos. 
Die vorliegende Arbeit widmet sich der Identifizierung der Chromosomen der Zuckerrübe, 
der Verknüpfung genetischer mit zytologischen Daten und sich daraus ergebender Anwen-
dungsmöglichkeiten. Die Arbeit soll dazu beitragen, die Kenntnisse über die Chromosomen 
der Zuckerrübe zu erweitern, die in Züchtung, Evolutionsforschung und vergleichender Ge-
nomanalyse Anwendung finden können und zur korrekten Assemblierung der Genomsequenz 
beitragen. 
1.1 Klassische Methoden und molekulare Zytogenetik in der Chromoso-
menanalyse 
1.1.1 Die Karyotypisierung der Zuckerrübe durch klassische Verfahren 
Eine zytologische Einteilung (Karyotypisierung) und Identifizierung der einzelnen Chromo-
somen ist in B. vulgaris (2n = 18) bisher nicht gelungen. Klassische Karyotypisierungsmetho-
den basieren auf Chromosomenzahl, Größenunterschieden der Chromosomen, auf dem 
Zentromerindex, der die Lage des Zentromers beschreibt und auf der Verteilung dicht gepack-
ter, heterochromatischer und weniger dicht gepackter, euchromatischer DNA. Chromosom 1 
ist in B. vulgaris eindeutig an seiner sekundären Einschnürung erkennbar. Die Metaphase-
chromosomen der Zuckerrübe zeigen jedoch kaum Größenvariation und sind meist metazent-
risch. Dadurch sind herkömmliche Karyotypisierungsmethoden nach Größe und Zentromerla-
ge nicht geeignet sie zu unterscheiden (Bosemark und Bormotov 1971). Messungen der 
Chromosomen- und Chromosomenarmlängen in haploiden (Cistue et al. 1985) und trisomen 
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Linien (Romagosa et al. 1987) – letztere enthalten jeweils ein Chromosom des haploiden 
Satzes statt in zweifacher in dreifacher Ausführung – ergaben kaum Unterschiede in den 
Messwerten. Dadurch ist das Risiko einer fehlerhaften Zuordnung der Chromosomen und 
eines Vertauschens der Chromosomenarme hoch. Eine weitere klassische Karyotypisierungs-
methode ist die Verwendung verschiedener Farbstoffe, mit welchen DNA-Regionen abhängig 
vom Kondensationsgrad oder AT-Gehalt angefärbt und als Banden sichtbar gemacht werden 
können. Die Analyse haploider B.-vulgaris-Pflanzen durch Giemsa- und Orceinfärbung ergab 
jedoch kein differentielles Bandenmuster und erlaubte daher ebenfalls keine eindeutige Ein-
teilung der Chromosomen (de Jong und de Bock 1978). Der von Nakamura und Tsuchiya 
(1982) auf Basis von morphologischen Eigenschaften und Karminfärbung erstellte Pachytän-
karyotyp für B. vulgaris ist nicht ohne weiteres auf mitotische Metaphasechromosomen über-
tragbar. 
1.1.2 Verknüpfung physikalischer und genetischer Karten mit Chromosomen durch 
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  
Ein Verfahren, das die mikroskopische Identifizierung von Chromosomen und ihre Verknüp-
fung mit genetischen Kopplungsgruppen und physikalischen Karten ermöglicht, ist die Fluo-
reszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH). Dabei handelt es sich um eine Methode der Zytogene-
tik, durch welche DNA-Sequenzen auf Chromosomen lokalisiert und visualisiert werden 
können. Das Prinzip beruht auf der Anlagerung markierter Nukleinsäuresequenzen (Sonden) 
an komplementäre Zielbereiche (Targets) auf Chromosomen. Durch Denaturierung und Rena-
turierung der Chromosomenpräparte in Gegenwart der Sonde lagert sich diese an homologe 
Zielregionen an und kann durch die Markierung sichtbar gemacht werden. Die in-situ-
Hybridisierung wurde 1969 von Gall und Pardue entwickelt, basierte jedoch noch auf radioak-
tiven Elementen zum Nachweis der hybridisierten Sonden. Mittlerweile werden die Sonden-
sequenzen mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen nachgewiesen, was ihre Handhabung deut-
lich erleichtert. Zudem können mehrere Targets gleichzeitig analysiert werden, wenn Fluo-
rochrome unterschiedlicher Anregungs- und Emissionswellenlängen (de Jong et al. 1999) in 
Verbindung mit den entsprechenden optischen Filtern verwendet werden. 
Die verwendeten Sonden können verschiedener Herkunft sein und damit ganz unterschiedli-
che Fragestellungen beantworten. Repetitive oder Einzelkopie-DNA-Sequenzen, Sequenzen 
ganzer Chromosomenarme oder Chromosomen bis hin zu Sequenzen, die das ganze Genom 
umfassen (GISH, genomische in-situ-Hybridisierung), können in FISH-Experimenten einge-
setzt werden.  
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Durch die Lokalisierung genetischer Marker auf Chromosomen durch FISH können moleku-
lare und zytologische Daten verknüpft und Kopplungsgruppen und Chromosomen einander 
zugeordnet werden. Die Detektion von Einzelkopiebereichen und kleinen Regionen (1 kb und 
weniger) durch FISH ist noch immer schwierig (Desel et al. 2001, Figueroa und Bass 2010). 
Pedrosa et al. (2003) nutzten darum Pools von in der genetischen Karte benachbarten RFLP-
Markern, um sie auf Phaseolus-vulgaris-Chromosomen zu hybridisieren und optisch zu kar-
tieren. Als alternative Sonden bieten sich Klone mit großen DNA-Insertionen an, zum Bei-
spiel YACs (yeast artificial chromsome) oder BACs (bacterial artificial chromosome), die 
den entsprechenden Marker enthalten. BAC-FISH auf Pflanzenchromosomen wurde erstmals 
durch Jiang et al. (1995) für die Lokalisierung eines Resistenzlokus in Oryza sativa beschrie-
ben. Zahlreiche weitere Pflanzenspezies folgten, darunter Gerste (Lapitan et al. 1997), 
Zwiebel (Suzuki et al. 2001), Tomate (de Jong et al. 1999; Szinay et al. 2008) und Banane 
(Capdeville et al. 2008). BACs enthalten große Genomabschnitte eines Organismus und somit 
tendenziell auch repetitive DNA, die zu starken Hintergrundsignalen führen kann, so dass der 
tatsächliche Targetbereich des Klons nicht mehr identifizierbar ist (Ohmido et al. 1998). Die 
Kreuzhybridisierung kann durch gleichzeitige Zugabe von genomischer (Ohmido et al. 1998) 
oder c0t-DNA (Sadder et al. 2000) unterdrückt werden. Die c0t-DNA-Fraktion wird durch De- 
und Renaturierung genomischer DNA isoliert. Der c0t-Wert ist das Produkt aus der Aus-
gangskonzentration der denaturierten genomischen DNA und der Zeit für ihre Reassoziierung 
zu Doppelsträngen (Britten und Kohne 1968). Die Wahrscheinlichkeit dafür, dass sich kom-
plementäre Einzelstränge finden, steigt mit ihrer Kopiezahl. Somit enthält c0t-DNA nach 
kurzer Inkubationszeit vorrangig hochrepetitive Sequenzen und bei längerer Inkubationszeit 
zunehmend auch Sequenzen geringer Kopiezahl. Durch Hybridisierung der c0t-DNA an repe-
titive Targetbereiche werden diese in FISH-Experimenten für die BAC-Sonde unzugänglich 
und die Kreuzhybridisierung reduziert. Zudem können BACs verwandter Arten mit einem 
geringeren Gehalt an repetitiver DNA durch genetische Marker selektiert und für die Hybridi-
sierung verwendet werden (Koumbaris und Bass 2003). Bereiche hoher und niedriger Re-
kombinationsraten lassen sich durch BAC-FISH identifizieren und Marker, deren Position in 
der genetischen Karte statistisch gering abgesichert ist, in ihrer Lokalisierung bestätigen oder 
widerlegen (Wang et al. 2011). 
Die zytogenetische Kartierung ermöglicht es, die Positionen von Genen und molekularen 
Markern bezogen auf Strukturmerkmale auf dem Chromosom, zum Beispiel Zentromere oder 
Telomere, optisch darzustellen (de Jong et al. 1999). Zudem können physikalische Distanzen, 
zum Beispiel zum Chromosomenende, abgeschätzt beziehungsweise vermessen werden. 
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Neben den optischen Parametern des Mikroskops bestimmt vor allem die Präparationsmetho-
de der Chromosomen das Auflösungsvermögen. Es reicht von 2-10 Mb auf Metaphasechro-
mosomen über 40-100 kb auf Pachytänbivalenten (Figueroa und Bass 2010) bis zu 1 kb auf 
gestreckten Chromatinfasern (Fiber-FISH; de Jong et al. 1999). In der Fiber-FISH wurden 
Streckungsfaktoren von 3,27 kb/µm erreicht, die damit nah am Wert nativer B-DNA von 
2,97 kb/µm liegen (Fransz et al. 1996). Durch die hohe Auflösung in der Fiber-FISH ist die 
Chromosomenstruktur nicht mehr erkennbar. Die chromosomale Zuordnung kann jedoch an 
Metapase- und Pachytänchromosomen erfolgen. Die Kombination dieser Methoden ermög-
licht eine umfassende Analyse der DNA-Organisation auf den Chromosomen. 
In Metaphasepräparaten von B. vulgaris sind bisher nur die rDNA-tragenden Chromosomen 1 
(18S-5,8S-25S rRNA-Genarrays) und 4 (5S rRNA-Genarrays) durch FISH-Sonden identifi-
zierbar (Schmidt et al. 1994, Schondelmaier et al. 1997). Die Entwicklung eines BAC-Sets 
mit chromosomenspezifischen Targetregionen ermöglicht die Markierung und Identifizierung 
aller Chromosomen in einer Zelle und wurde an Modell- und Kulturpflanzen, wie zum Bei-
spiel Medicago truncatula (Kulikova et al. 2001) und Sorghum (Kim et al. 2002; Jiang und 
Gill 2006) gezeigt. Die Lokalisierung genomischer Klone mit großen Insertionen in 
B. vulgaris ist machbar, wie der Nachweis einer B. procumbens-Translokation in einer 
B.-vulgaris-Linie durch YAC-Hybridisierung demonstrierte (Desel et al. 2001). Des Weiteren 
wurden mehrere Genombibliotheken für B. vulgaris (Hohmann et al. 2003, McGrath et al. 
2004; Lange et al. 2008) und B.-vulgaris-Mutanten (Gindullis et al. 2001, Jacobs et al. 2009) 
erstellt, so dass Quellen für chromosomenspezifische BACs zur Verfügung stehen. 
Durch FISH-Sonden können Chromosomen unabhängig von ihrem Kondensationsgrad und 
vom Zellzyklusstadium identifiziert und untersucht werden (Kato et al. 2005) und bieten 
damit eine Möglichkeit B.-vulgaris-Chromosomen zu unterscheiden. 
1.2 Genomanalyse in B. vulgaris 
1.2.1 Das B.-vulgaris-Genom besteht zu großem Teil aus repetitiver DNA  
B. vulgaris besitzt eine für Pflanzen vergleichsweise geringe Genomgröße von 758 Mb  
(Arumuganathan und Earle 1991). Nach heutigem Kenntnisstand umfassen Pflanzengenome 
zwischen 63 Mb (Genlisea margaretae; Greilhuber et al. 2006) und 150 Gb (Paris japonica; 
Pellicer et al. 2010). Neben Polyploidisierung verursachen vor allem repetitive, also in zum 
Teil abgewandelter Form in hohen Kopiezahlen im Genom vorkommende Sequenzmotive 
(repeats) diese Größenunterschiede (Heslop-Harrison und Schmidt 2007).  
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Das B.-vulgaris-Genom besteht zu 63 % aus repetitiver DNA (Flavell et al. 1974). Über die 
Hälfte des hoch- und mittelrepetitiven Anteils (c0t-1-Fraktion) wird durch Satelliten-DNA 
gebildet (Zakrzewski et al. 2010). Dabei handelt es sich um tandemartig angeordnete repetiti-
ve DNA-Sequenzmotive (tandem repeats) mit einer für Pflanzen typischen Länge von je 160 
bis 180 bp, 320 bis 360 bp oder einem Vielfachen dieser Werte (Schmidt et al. 1991, Heslop-
Harrison und Schmidt 2007). Satelliten-DNA ist bevorzugt in zentromerischen, interkalaren 
und subtelomerischen Chromosomenregionen lokalisiert (Schmidt et al. 1991, Schmidt und 
Metzlaff 1991, Kubis et al. 1998, Dechyeva und Schmidt 2006, Menzel et al. 2008). In Beta 
wurden gattungs-, sektions- und artspezifische Sequenzfamilien nachgewiesen (Kubis et al. 
1998, Gao et al. 2000, Dechyeva et al. 2003). Satelliten-DNA-Familien können sowohl auf 
mehreren Chromosomen verteilt als auch chromosomenspezifisch sein (Heslop-Harrison und 
Schmidt 2007). Aufgrund der relativ konservierten Länge der Grundeinheiten, die etwa der 
um ein Nukleosom gewundenen DNA von 146 bp entspricht (Knippers 2001), wird Satelliten-
DNA oft mit einer Bedeutung in der DNA-Verpackung in Verbindung gebracht (Lamb et al. 
2007). Zudem dienen ihre Transkripte offenbar als Heterochromatisierungssignal (Pezer und 
Ugarković 2008; Zakrzewski et al. 2011; Probst und Almouzni 2011). Mikro- und Minisatel-
liten unterscheiden sich von Satelliten-DNA durch kürzere, einfache Grundsequenzen von 
einem bis sechs beziehungsweise sechs bis 100 bp (Kubis et al. 1998, Li et al. 2002, Heslop-
Harrison und Schmidt 2007, Mogil et al. 2012).  
Für Arten der Gattung Beta wurden zahlreiche Satelliten-DNA-Familien kloniert und charak-
terisiert, die eine optimale Ressource für die Identifizierung und Analyse der B.-vulgaris-
Chromosomen durch repetitive DNA darstellen. Ergeben Sonden oder Sondenkombinationen 
repetitiver Satelliten-DNA chromosomenspezifische Muster, können diese zur Unterschei-
dung der Chromosomen dienen (Jiang und Gill 2006). Eine Sondenkombinationen verschie-
dener repeats ermöglichte zum Beispiel die Satelliten-DNA-basierte Karyotypisierung von 
Zea mays (Kato et al. 2004) und Cucumis sativus (Han et al. 2008). Da unterschiedliche 
Sonden genutzt werden können, ist die FISH-Karyotypisierung vielseitiger als klassische 
Bänderungstechniken und kann außerdem mit der FISH-Kartierung weiterer Sequenzen ver-
knüpft werden (Jiang und Gill 2006). 
Telomere sind die Endstrukturen linearer Chromosomen (Lamb et al. 2007) und werden aus 
einem Komplex aus DNA und Proteinen gebildet. Sie bieten eine Lösung für das Endreplika-
tionsproblem, dienen dem Schutz der Chromosomenenden vor Rekombination und unter-
scheiden sie von Doppelstrangbrüchen, um End-zu-End-Fusionen von Chromosomen zu 
verhindern (Greider 1999, Heacock et al. 2004, Watson und Riha 2010). Die DNA-Sequenz 
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der Telomere ist sehr konserviert und besteht aus tandemartigen Wiederholungen einfacher, 
meist G-reicher Grundmotive, die je nach Organismus zu Arrays von einem Vielfachen von 
10 bp bis 150 kb angeordnet sind (Watson und Riha 2010). Das typische Basismotiv der 
Telomersequenz ist organismusabhängig. In höheren Pflanzen herrscht die Grundsequenz 
vom Typ Arabidopsis thaliana TTTAG(G/A)G vor (Richards und Ausubel 1988, Fuchs et al. 
1995). Es gibt jedoch auch pflanzliche Organismen wie die Gattung Aloe, die das für Ver-
tebraten typische Motiv TTAGGG enthalten (Weiss und Scherthan 2002) oder Vertreter der 
Alliaceae (Fuchs et al. 1995) und Solanaceae (Sýkorová et al. 2003a), die keines dieser Moti-
ve aufweisen. Die Chromosomenenden der Alliacea werden stattdessen durch Satelliten-
DNA- und rDNA-Sequenzen gebildet (Pich et al. 1996). An den Chromosomenenden von 
B. vulgaris wurde die A.-thaliana-typische Sequenz nachgewiesen (Kubis et al. 1998, Dechy-
eva und Schmidt 2006), so dass durch die entsprechende Sonde die Chromosomenenden in 
FISH-Experimenten markiert werden können. 
Die rDNA beinhaltet zum einen die ribosomalen Gene für die 18S-5,8S-25S rRNA (rRNA-
Gene), die zusammen mit nicht transkribierten, extern transkribierten und intergenischen 
Spacern tandemartig angeordnet sind sowie die ebenfalls tandemartig angeordneten 5S rRNA-
Gene (Heslop-Harisson und Schwarzacher 2011). Die rRNA-Genarrays codieren für die in 
den Ribosomen enthaltene RNA. Dabei bilden die 18S-5,8S-25S rRNA-Gene eine Transkrip-
tionseinheit. In B. vulgaris liegen die 18S-5,8S-25S rDNA und die 5S rDNA auf unterschied-
lichen Chromosomen und können somit zur Karyotypisierung und vergleichenden Genomana-
lyse genutzt werden (Schmidt et al. 1994). 
Disperse repeats sind oft in andere Sequenzen eingestreut und auf allen oder den meisten der 
Chromosomen zu finden (Heslop-Harrison und Schmidt 2007). Sie können daher bei der 
Verwendung genomischer Klone als FISH-Sonden zu Kreuzhybridisierung mit anderen 
Chromosomen führen (Gindullis et al. 2001). Zu ihnen zählen vor allem transponible Elemen-
te (TE) aber auch Mikrosatelliten, die zwar nach ihrer Grundstruktur den tandem repeats 
zuzuordnen sind, jedoch oft eine disperse Verteilung im Genom zeigen (Schmidt und Heslop-
Harrison 1996). TEs können abhängig vom Transpositionsmechanismus sowie von strukturel-
len Gemeinsamkeiten und Sequenzähnlichkeiten klassifiziert werden (Wicker et al. 2007). In 
B. vulgaris kommen TEs der Klasse I (Retrotransposons) vor, die sich über ein RNA-
Intermediat mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase propagieren (Heitkam und Schmidt 
2009; Wenke et al. 2009, Weber et al. 2010, Wollrab et al. 2012), TEs der Klasse II (DNA-
Transposons), die ohne RNA-Intermediat transponieren, indem sie zum Beispiel als Ganzes 
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herausgeschnitten und integriert werden oder bei der Replikation einen der Originalstränge 
verdrängen (Jacobs et al. 2004) und auch nichtautonome Vertreter (Menzel et al. 2006).  
B. vulgaris ist und wird hinsichtlich repetitiver Sequenzen intensiv erforscht. Durch einen mit 
genetischen Kopplungsgruppen und physikalischen Karten verknüpften Karyotyp könnten 
diese Ergebnisse Chromosomen zugeordnet, in die genetischen und physikalischen Karten 
integriert und für eine auch in repetitiven Regionen hochqualitative Assemblierung der Ge-
nomsequenz verwendet werden.  
1.2.2 Die Referenzsequenz des Zuckerrübengenoms 
Die Sequenzierung des Zuckerrübengenoms ist bereits abgeschlossen und die Referenzse-
quenz RefBeet 1.0 steht zur Verfügung (Dohm et al., in Begutachtung). Repetitive Bereiche 
können ebenso wie unvollständige Sequenzdaten die Zusammensetzung von Einzelsequenzen 
zu einer kompletten Referenzsequenz verhindern (Barton und Barton 2012). Contigs stellen 
zu einer fortlaufenden Nukleotidsequenz zusammengefügte überlappende Einzelsequenzen 
dar. Bei fehlenden Sequenzdaten aber bekanntem Abstand zwischen den Contigs werden 
diese zu Scaffolds angeordnet und die unbekannten Nukleotide durch „N“ gekennzeichnet. 
Die durch Illumina- und Roche-454-Next-Generation-Sequencing sowie Sanger-
Sequenzierung erzeugten Sequenzdaten von B. vulgaris wurden zu 82 305 Contigs und Scaf-
folds (590 Mb) assembliert; nach Ausschluss von zu kurzen Contigs und Contigs bakteriellen 
Ursprungs umfasste die Assemblierung 43,721 Sequenzen (569 Mb; Dohm et al., in Begut-
achtung). Davon sind 225 Sequenzabschnitte (394,6 Mb) in-silico-Chromosomen zugeordnet 
(Tab. 1, Dohm et al., in Begutachtung), ihre genaue Position und Orientierung sind jedoch 
häufig ungeklärt (Dohm, persönliche Information).  
Tab. 1.1: Größe der assemblierten Chromosomen und Anzahl der Scaffolds der RefBeet 1.0  
Chromosom Größe   Anzahl Scaffolds  
 [Mb] gesamt mit zugeordneter Position orientiert 
1 41,5 12 8 6 
2 39,5 23 18 14 
3 32,3 17 12 8 
4 31,1 27 17 9 
5 56,2 37 25 12 
6 57,8 31 28 14 
7 50,9 28 21 8 
8 40,1 21 18 12 
9 45,2 29 26 15 
aus Dohm et al. (in Begutachtung) 
Durch zytogenetische Methoden können Sequenzen auf den Chromosomen visualisiert und 
die Orientierung von in-silico-Chromosomenabschnitten aufklärt werden, wenn eine Ver-
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knüpfung zwischen diesen Daten hergestellt wird. Zudem ist die Assemblierungsgröße deut-
lich geringer als die von Arumuganthan und Earle (1991) ermittelte Genomgröße für 
B. vulgaris. Da repetitive DNA ursächlich für Lücken in der Sequenzassemblierung sein kann, 
sind die Analyse des repeat-Gehaltes von Chromosomen und die Zuordnung zu Kopplungs-
gruppen wichtig, um solche Lücken aufzudecken und ihre Dimension einzuschätzen.  
1.2.3 Ermittlung der Anordnung von Genen und Markern durch genetische und 
physikalische Kartierung 
Um Kenntnis über ihre Position und Anordnung auf den Chromosomen zu erlangen, werden 
DNA-Bereiche kartiert. Genetische Karten ermöglichen Vorhersagen über Merkmalsausprä-
gungen und -kombinationen in Tochtergenerationen und können in Verbindung mit physikali-
schen Karten als Grundgerüst für die Assemblierung von Einzelsequenzen zu einer vollstän-
digen Genomsequenz dienen. Die Einteilung der Kopplungsgruppen innerhalb der geneti-
schen Karten ist jedoch nicht mit der Einteilung der Chromosomen gleichzusetzen, solange 
keine Verbindung zu ihnen hergestellt wurde.  
Genetische Kopplungskarten spiegeln wider, mit welcher Frequenz Marker, das heißt Se-
quenzpolymorphismen, gemeinsam oder getrennt vererbt werden. Die Rekombinationshäu-
figkeit zwischen zwei Merkmalen wird in den Kopplungsgruppen als genetische Distanz 
dargestellt und in Centimorgan (cM) angegeben. Sie ist entlang des Chromosoms nicht 
gleichverteilt, sondern in manchen Genomregionen erhöht (recombination hot spots; Hey 
2004) oder verringert. Für B. vulgaris wurden zahlreiche genetische Karten basierend auf 
phänotypischen Merkmalen (Butterfass 1968), RAPD-Markern (random amplified poly-
morphic DNA, Uphoff und Wricke 1995, Barzen et al. 1995), RFLPs (Restriktionsfragment-
längenpolymorphismus; Pillen et al. 1992, Pillen et al. 1993, Barzen et al. 1995), AFLPs 
(amplified fragment length polymorphism; Schondelmaier et al. 1996), Mikrosatelliten (Lau-
rent et al. 2007) und SNPs (single nucleotide polymorphism; Möhring et al. 2004, Grimmer et 
al. 2007, Schneider et al. 2007, Dohm et al. 2012) erstellt. Genetische Karten enthalten In-
formationen über die Reihenfolge von Genen und Markern auf Chromosomen, sie sind jedoch 
beeinflusst von äußeren Bedingungen (Knippers 2001, Schneider et al. 2002) und geben keine 
Auskunft über physikalische Distanzen (Harper und Cande 2000).  
Zur Ermittlung physikalischer Abstände, angegeben in Basen, Basenpaaren (bp) oder Nukleo-
tiden (Nt), werden physikalische Karten zum Beispiel durch die Anordnung von BACs zu 
Contigs erstellt. Dohm et al. (2012) verwendeten für die aktuelle physikalische Karte von 
B. vulgaris zum Teil genetisch kartierte Marker als Sonden, um überlappende Bereiche zu 
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identifizieren und stellten so eine Verknüpfung zwischen genetischer und physikalischer 
Karte her. Der Vergleich der Karten zeigte eine Häufung von Rekombinationsereignissen in 
distalen Bereichen und eine verminderte Rate in zentralen Regionen der Kopplungsgruppen 
(Dohm et al. 2012). Deren Zuordnung zu Chromosomen basiert auf den Daten von Schon-
delmaier und Jung (1997), die Kopplungsgruppen durch Densitometrie trisomer B.-vulgaris-
Linien einzelnen Chromosomen zuordneten (Schneider et al. 2007, Dohm et al. 2012). Eine 
armspezifische Zuordnung sowie die visuelle Identifizierung der Chromosomen sind mit 
dieser Methode jedoch nicht möglich.  
Solange die Enden genetischer Kopplungskarten nicht durch die physikalischen Enden (Te-
lomere) des Chromosoms bestimmt sind, sind sie nach außen in nicht bekanntem Ausmaß 
durch neue Marker erweiterbar. Die von Dohm et al. (2012) erstellte physikalische Karte von 
B. vulgaris gibt keinen Aufschluss über die Entfernung der terminalen Marker zum tatsächli-
chen Chromosomenende, da die verwendeten Sonden von Genen abgeleitet und Telomere 
somit nicht berücksichtigt waren. Mit Hilfe hochauflösender zytogenetischer Methoden kön-
nen physikalische Distanzen auch in terminalen Regionen ermittelt werden, die weder durch 
die genetische Karte noch durch Sequenzdaten abgedeckt sind. Die Voraussetzung ist jedoch, 
dass die terminalen Marker der Kopplungsgruppen den Chromosomen und ihren physikali-
schen Enden zugeordnet und diese einzeln mikroskopisch identifizierbar sind.  
Die eindeutige Identifizierung der Chromosomen und Chromosomenarme ist somit die 
Grundlage, um genetische und molekulare mit zytologischen Daten in Verbindung zu bringen 
und die Anwendung zytogenetischer Methoden zur Beantwortung offener Fragen zu ermögli-
chen. 
1.3 Die Bedeutung von B. vulgaris als Kulturpflanze 
1.3.1 Taxonomie von B. vulgaris 
Die Zuckerrübe (B. vulgaris L. ssp. vulgaris, Altissima-Gruppe) ist ein Vertreter der Gattung 
Beta. Sie zählt zur Familie der Amaranthaceae (Fuchsschwanzgewächse), zur Ordnung der 
Nelkenartigen (Caryophyllales) und damit zu den Kerneudikotyledonen (McGrath et al. 2011, 
APG III 2009). Die Taxonomie innerhalb der Gattung Beta ist nicht endgültig geklärt. Ford-
Lloyd (2005) unterscheidet innerhalb der Gattung Beta die vier Sektionen Beta, Corollinae, 
Nanae und Procumbentes (McGrath et al. 2011), während Kadereit et al. (2006) basierend auf 
der Analyse ribosomaler Markerbereiche die Zusammenführung der Sektionen Nanae und 
1 Einleitung 
10 
Corollinae zu einer einzelnen Sektion Corollinae vorschlagen und eine Abtrennung der Sek-
tion Procumbentes als eigenständige Gattung Patellifolia empfehlen.  
Die am engsten mit den Kulturrüben verwandte Wildpflanze ist B. vulgaris L. ssp. maritima, 
die in der Mittelmeerregion, an der zentralen und nördlichen Atlantikküste Europas und in 
geringerem Ausmaß im Binnenland verbreitet ist (McGrath et al. 2011). Die Unterart 
B. vulgaris L. ssp. vulgaris umfasst sämtliche Kulturrüben, die sich in die vier Gruppen Run-
kel- oder Futterrübe, Mangold, Rote Beete und Zuckerrübe unterteilen (Lange et al. 1999) 
und die zur Verwendung als Futtermittel, Gemüse oder zur Herstellung von Kristallzucker 
angebaut werden. Zudem werden bei der Gewinnung von Weißzucker anfallende Nebenpro-
dukte ebenfalls als Futtermittel und die Zuckerrübe zunehmend als nachwachsender Rohstoff 
für die Bioethanolproduktion genutzt (Edwards und Doran-Peterson 2012). 
1.3.2 Züchtungsforschung in B. vulgaris  
In Mittel- und Nordeuropa war lange Zeit Honig das traditionelle Süßungsmittel. Zucker 
erlangte dort im 11. Jahrhundert mit aus dem Nahen Osten zurückkehrenden Kreuzrittern 
Bekanntheit. Er wurde aus Zuckerrohr gewonnen und als teure Importware verkauft, bis Mitte 
des 18. Jahrhunderts der deutsche Chemiker Andreas Sigismund Marggraf entdeckte, dass die 
heimische Runkelrübe die gleiche Art von Zucker enthält (Fischer 1989). Franz Carl Achard 
selektierte Nachkommenschaften der Runkelrübe, die vermutlich aus Kreuzungen mit Man-
gold hervorgegangen sind und einen höheren und dadurch lohnenswerten Zuckergehalt auf-
wiesen und selektierte so die erste Zuckerrübe, die „Weiße Schlesische Rübe“ (Fischer 1989). 
Die erste Zuckerrübenfabrik wurde 1802 in Schlesien durch Achard gegründet (Franke et al. 
1994).  
Die Merkmale der Zuckerrübe, die ihren Zuckergehalt bestimmen, werden auf komlexe Weise 
vererbt und der Phänotyp wird durch ein Zusammenspiel aus der allelischen Zusammenset-
zung und den Umgebungsbedingungen bestimmt (Schneider et al. 2002). Züchter nutzen 
darum molekulare Marker im Züchtungsprozess, um die zeitintensive, rein auf äußerlichen 
Merkmalen basierte Selektion zu erleichtern. Aufgrund der geringen genetischen Diversität 
der Zuckerrübe (Fischer 1989) treten vermehrt Wildrüben als genetische Ressource in den 
Blickpunkt, zum Beispiel zur Introgression von Resistenzgenen wie Hs1pro-1 gegen den Nema-
toden Heterodera schachtii (Hunger et al. 2003) oder zur Identifikation züchterisch relevanter 
Gene wie des Schossgens BvBTC1 (Pin et al. 2012). Für den gezielten Transfer von Wildrü-
beneigenschaften auf Kulturrüben sind Kenntnisse über die den Merkmalen zugrunde liegen-
den Gene und deren Anordnung in den Kreuzungspopulationenen nötig. Chromosomenpezifi-
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sche BACs für B. vulgaris können dazu dienen, um die homöologen Chromosomen verwand-
ter Arten zu identifizieren und zytogenetisch zu kartieren. Dadurch ließen sich die genetische 
Diversität und strukturelle Veränderungen der Chromosomen von Kultursorten gegenüber 
Wildrübenarten untersuchen und mögliche Ursachen für unterschiedliche Merkmalsausprä-
gungen ermitteln. Diese Kenntnisse können helfen, um kultivierte Zuckerrübensorten hin-
sichtlich des Zuckergehalts, des Ertrages, der Stressresistenz und guter Verarbeitungseigen-
schaften zu optimieren. 
1.4 Zielsetzung der Arbeit 
Hauptziel dieser Arbeit ist die Erstellung eines Referenzkaryotyps für die Zuckerrübe. Dazu 
soll ein Satz von 18 BACs entwickelt werden, der terminal kartierte genetische Marker aus 
allen Enden der Kopplungsgruppen enthält. Diese BACs sollen in FISH-Experimenten einge-
setzt werden, um die Enden der Kopplungsgruppen mit den Chromosomenarmen zu verknüp-
fen und somit die eindeutige Identifizierung der Chromosomen in Übereinstimmung mit der 
genetischen Karte zu ermöglichen. 
Mit Hilfe der armspezifischen BACs soll durch FISH die Verteilung bekannter Satelliten-
DNA-Familien auf den Chromosomen ermittelt und die Hybridisierungsmuster den Chromo-
somen zugeordnet werden.  
Um eine Aussage zu treffen, ob die Kopplungsgruppen distal durch neue Marker erweiterbar 
oder abgeschlossen sind, soll die Lage der identifizierten BACs und damit der terminalen 
genetischen Marker in Bezug zu den physikalischen Chromosomenenden untersucht werden. 
Durch hochauflösende FISH an Pachytänchromosomen soll analysiert werden, ob es Lücken 
zwischen den Signalen der BACs und der Chromosomenenden gibt. Enden, die auf einen 
geringen Abstand der Marker zum Chromosomenende schließen lassen, werden durch Fiber-
FISH analysiert, um die Entfernungen molekulargenetisch zu vermessen.  
Die exakten Distanzen zwischen Marker und terminalen Sequenzen sollen bioinformatisch 
ermittelt werden, um die Markerabdeckung genetischer Kopplungsgruppen in terminalen 
Regionen abzuschätzen. 
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2 Material und Methoden  
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial, Enzyme und Kits 
Die verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmittel sind in Tab. 2.1 aufgeführt, Enzyme in 
Tab. 2.2, Kits in Tab. 2.3 und verwendete fluorochrom- oder haptengekoppelte dUTPs und 
Antikörper in Tab. 2.4.  
Tab. 2.1: Chemikalien und Verbrauchsmaterial 
Produkt Bezugsquelle 
Agarose, Seakem® LE Biozym 
Ammoniumsulfat  Roth 
Ampicillin Roth 
Bacto-Agar Roth 
ß-Mercaptoethanol  Roth 
Borsäure AppliChem 
Bromphenolblau Biomol Feinchemikalien GmbH 
BSA Roth 
Chloramphenicol Serva Feinchemikalien 
Chloroform AppliChem 
Citifluor AF1 Chem Lab 
CTAB Roth 
DAPI Fluka Chemie GmbH 
dATP, [a-33P]-3000Ci/mmol, 10mCi/ml PerkinElmer 
dCTP, [a-33P]-3000Ci/mmol, 10mCi/ml PerkinElmer 
Dextransulfat Roth 
di-Kaliumhydrogenphosphat Roth 
dNTPs MBI Fermentas 
EDTA Roth 
Eisessig Merck 
Elektroküvetten BioRad 
Entwickler für Röntgenfilme Adefo-Chemie GmbH 
Ethanol (reinst) AppliChem 
Ethidiumbromid Roth 
Ficoll® 400 Pharmacia BiotechAB 
Fixierer für Röntgenfilme Adefo-Chemie GmbH 
Formamid Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
GeneRuler™  MBI Fermentas 
Glycerin Roth 
Hefeextrakt  Roth 
Heringssperma-DNA Serva Feinchemikalien 
Hybond XL, Nylonmembran Amersham Biosciences 
Hydroxychinolin Merck 
Hyperfilm/ Röntgenfilme Amersham Biosciences 
Immersionsöl Carl Zeiss 
IPTG Roth 
Isoamylalkohol Roth 
Isopropanol MBI Fermentas 
Kaliumchlorid Roth 
Kaliumhydrogenphosphat Roth 
Lachssperma-DNA (für FISH) Stratagene 
Ligase Puffer (10x) MBI Fermentas 
Lithiumchlorid AppliChem 
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Produkt Bezugsquelle 
Magnesiumchlorid  Merck 
Magnesiumsulfat  Merck 
Methanol Roth 
Natriumacetat Roth 
Natriumchlorid Roth 
Natriumcitrat Roth 
Natriumdihydrogenphosphat Roth 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth 
Natriumhydroxid Roth 
Nylonsiebe (cell tricks) Partec GmbH 
Objektträger  Menzel Superfrost® 
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
PCR-Puffer (5x) Promega Corporation 
PerformaII, positiv geladene Nylonmembran Genetix 
PFG Marker (Low Range) New England BioLabs® GmbH 
PFG Marker (Mid Range) New England BioLabs® GmbH 
Phenol Biomol Feinchemikalien GmbH 
Polyethylenglykol (PEG) 4000 MBI Fermentas 
Polyvinylpyrrolidon  Fluka Chemie GmbH 
S1-Nucleasepuffer (10x) MBI Fermentas 
Saccharose Roth 
Salzsäure Roth 
SDS siehe Natriumdodecylsulfat 
Spermidin Roth 
Spermin Roth 
T4-DNA Ligase Puffer (10x) Amersham Biosciences 
Tris Roth 
Trypton Roth 
Tween-20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
X-Gal MBI Fermentas 
Xylencyanol Roth 
Zitronensäure Serva Feinchemikalien 
 
Tab. 2.2: Enzyme für die Molekularbiologie 
Enzym Bezugsquelle 
GoTaq-Polymerase Promega Corporation 
Restriktionsenzyme New England BioLabs® GmbH (NEB); MBI Fermentas 
RibonucleaseA (RNaseA) AppliChem 
S1-Nuclease MBI Fermentas 
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Epicentre Technologies 
T4-Ligase MBI Fermentas 
Taq-Polymerase VWR 
 
Tab. 2.3: Enzyme für die Präparation pflanzlicher Chromosomen 
Enzym Bezugsquelle 
Cellulase aus Aspergillus niger  Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Cellulase Onozuka R10  Serva Feinchemikalien 
Cytohelicase, Helix Pomatia  Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Pectinase aus A. niger  Sigma-Aldrich Chemie GmbH  
Pectolyase A. japonicus  Fluka Chemie GmbH 
Pepsin Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
RibonucleaseA (RNaseA) siehe Tab. 2.2 
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Tab. 2.4: Kits 
Bezeichnung Bezugsquelle 
BACMAXTM DNA-Purification Kit Epicentre Biotechnologies 
Biotin Nick Translations Kit Roche 
Digoxigenin Nick Translations Kit Roche 
GeneJET™ Plasmid miniprep Kit MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Invisorb® Fragment CleanUp Invitek 
Megaprime Labeling™ Kit Amersham Biosciences 
NEBNext® End Repair Module New England BioLabs® GmbH 
Nick Translations Kit Roche 
NucleoBond® Xtra Maxi Kit Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren  
NucleoBond® Xtra Midi Kit Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren  
pGEM®-T Vektor System Promega Corporation 
 
Tab. 2.5: Modifizierte Nukleotide und Antikörper für Markierung und Nachweis der FISH-Sonden 
Markierung Bezugsquelle 
Fluorochromegekoppelte Nukleotide  
DY-415-dUTPs Dyomics 
DY-495-dUTPs Dyomics 
DY-547-dUTPs Dyomics 
DY-590-dUTPs Dyomics 
DY-647-dUTPs Dyomics 
Haptengekoppelte Nukleotide  
Biotin-dUTPs Dyomics; Roche 
Digoxigenin-dUTPs Roche 
Antikörper zum Nachweis der Haptene  
Antidigoxigenin-FITC Roche 
Streptavidin-Cy3 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Streptavidin-Cy5 GE Healthcare 
Streptavidin-DY-415 Dyomics 
Streptavidin-DY-495 Dyomics 
Streptavidin-DY-547 Dyomics 
Streptavidin-DY-590 Dyomics 
Streptavidin-DY-647 Dyomics 
 
2.1.2 Nährmedien, Standardpuffer und Lösungen  
Nährmedien, Standardpuffer und Lösungen wurden, wenn nicht anders angegeben, in entsalz-
tem Wasser hergestellt. 
Nährmedien 
Die Nährmedien wurden 20 min bei 121 °C autoklaviert. 
LB-Medium 1 % Trypton (w/v) 
  0,5 % Hefeextrakt (w/v) 
  1 % NaCl (w/v) 
  pH 7,0 
LB-Medium fest  1,5 % Agar in LB-Medium 
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LB-Indikatorplatten LB-Medium fest 
  nach dem Autoklavieren (~60 °C) zugeben: 
  0,5 mM IPTG 
  0,004 % X-Gal 
LB-Freezing-Medium LB-Medium 
  36 mM K2HPO4 
  13,2 mM KH2PO4 
  1,7 mM Natriumcitrat 
  0,4 mM MgSO4 
  6,8 mM (NH4)2SO4 
  4,4 % Glycerin (v/v) 
SOC-Medium 0,5 % Hefeextrakt (w/v) 
  2 % Trypton (w/v) 
  10 mM NaCl 
  2,5 mM KCl 
  nach dem Autoklavieren zugeben: 
  10 mM MgCl2 
  10 mM MgSO4 
  20 mM Glucose 
  pH 7,0 
Antibiotika 
Antibiotika wurden nach dem Autoklavieren und Abkühlen des Nährmediums auf etwa 60 °C 
zugesetzt. 
Ampicillin Endkonzentration: 100 µg/ml 
Chloramphenicol Endkonzentration: 12,5 µg/ml 
Standardpuffer und Lösungen 
Auftragspuffer 1x TAE 
 50 % Glycerin 
 0,1 % Bromphenolblau 
 0,1 % Xylencyanol 
Citratpuffer 6 mM Zitronensäure 
 4 mM Natriumcitrat 
 pH 4,5  
Denhardt-Lösung (100x) 2 % BSA (Fraktion V; w/v) 
 2 % Polyvinylpyrrolidon (w/v) 
 2 % Ficoll® 400 (w/v) 
Fixativ 75 % Methanol 
 25 % Eisessig 
PFA (4 %) 4 % Paraformaldehyd (w/v); in heißem Wasser lösen 
 1 M NaOH zugeben (bis Lösung aufklart, etwa 1/1000) 
SSC-Puffer (20x) 3 M NaCl 
 0,3 M Natriumcitrat 
SSPE-Puffer (20x) 3 M NaCl 
 200 mM Natriumdihydrogenphosphat 
 20 mM EDTA 
 pH 7,4 
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TAE-Puffer (50x) 2 M Tris 
 1 M Eisessig 
 50 mM EDTA 
 pH 8,5 
TBE-Puffer (10x) 0,89 M Tris Base 
 0,89 M Borat 
 20 mM EDTA 
 pH 8 
TE-Puffer 10 mM Tris/ HCl  (pH 8) 
 1 mM EDTA (pH 8) 
 
2.1.3 Primersequenzen und Markerdaten 
Alle verwendeten Markersequenzen wurden durch die Firma KWS Saat AG (Einbeck, 
Deutschland) zur Verfügung gestellt und entstammten der zu diesem Zeitpunkt (2008) aktuel-
len genetischen Kopplungskarte von B. vulgaris. Bei den Markertypen handelt es sich um 
SNPs (Dietrich Borchardt, persönliche Information). Das Set umfasste jeweils vier terminale 
Marker für die Kopplungsgruppen 1-8 (linkage group; LG) und sechs für LG 9.  
Für die Amplifikation der Markerbereiche genutzte Primersequenzen wurden, wenn nicht 
anders angegeben, durch die Firma KWS Saat AG zur Verfügung gestellt. Selbst konstruierte 
Primer wurden basierend auf der Markersequenz mit Hilfe der Primer3-Software erstellt 
(Rozen und Skaletsky 2000). Die Primersynthese erfolgte durch die Firma Eurofins MWG 
Operon. Eine Liste der verwendeten Primer ist in Tab. 2.6 aufgeführt.  
Tab. 2.6: Primer und ihre Schmelztemperatur (TM) 
Primername Primersequenz (5’→3’) TM [°C] Herkunft/ Referenz 
1_2309_for CAA ATA TGC TCG GAC TTC GAC T 58,4 KWS Saat AG 
1_2309_rev TTC ATC AGG AGT TAT CGT GGC 57,9 KWS Saat AG 
1_2937_for GGC CAA ACA TAG CCA GCT TA 57,3 KWS Saat AG 
1_2937_rev CGA GCA AAA AGA GAA AGT CCA 55,9 KWS Saat AG 
1_3793_for GAG AAC GGG AGT GGA ATG AAC 59,8 KWS Saat AG 
1_3793_rev ACT GGA AGG AGG CAG CAT ATT 57,9 KWS Saat AG 
1_3888_for TCT TTG TTG GAA TTT CTC AGG 54,0 KWS Saat AG 
1_3888_rev TCG TCA AAA CAC ATT GCC ATA 54,0 KWS Saat AG 
2_2759_for TTC CAG TCT CGT CTC TTT CAC A 58,4 KWS Saat AG 
2_2759_rev GGC CCA AAG TAT AAG CAG AGC 59,8 KWS Saat AG 
2_3192_for TGA GAG AGG GAA ACC TCC AAT 57,9 KWS Saat AG 
2_3192_rev GTC AAA CTT CTC AAT TCC CCG 57,9 KWS Saat AG 
2_4860_for CCT TAG AGC ACC CAC AAA TGA 57,9 KWS Saat AG 
2_4860_rev AAG CTC AAA ATC AAG GAA GTG C 56,5 KWS Saat AG 
2_4958_for TGG GCA GGT ATG TCA CTT TTC 57,9 KWS Saat AG 
2_4958_rev GCC CTC TTT CCA TCA CTC AAC 59,8 KWS Saat AG 
3_4995_for GGG GTG TTG ATG TTG CTG TAT 57,9 KWS Saat AG 
3_4995_rev TCA AGT GAA TGG ACA GCG AG 57,3 KWS Saat AG 
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Primername Primersequenz (5’→3’) TM [°C] Herkunft/ Referenz 
3_2641_for GAG AAA GAC CAA AAA GAT GCA GA 57,1 KWS Saat AG 
3_2641_rev AAC TGG TAA TCA GCT CCC TCC 59,8 KWS Saat AG 
3_4507_for CTT CTC CTG ACC CAG ATA CCC 61,8 KWS Saat AG 
3_4507_rev TCG AAC TTC CGA GCA CTA GAA 57,9 KWS Saat AG 
3_5120_for TTT GGT GCA GCT ATC AAC TTT C 56,5 KWS Saat AG 
3_5120_rev GCC TTC CCA TTT CCT TCT TCT 57,9 KWS Saat AG 
4_4363_for CGC TGG ACG TGA GAG TTA GAG 61,8 KWS Saat AG 
4_4363_rev AAG AAG TTC AGG CCA TCC ATT 55,9 KWS Saat AG 
4_5057_for GGT ATT GAT GGG GTG AAG GTT 57,9 KWS Saat AG 
4_5057_rev TTC TCA GTA AAT CAA AGT CGT GAT G 58,1 KWS Saat AG 
4_2892_for GGG AGA CAG GCA TAT AGA GCA G 62,1 KWS Saat AG 
4_2892_rev TGA CAA CTA TGT AGC AGT TTC ATG C 59,7 KWS Saat AG 
4_4326_for CCT CAC AAT TCT CCC GTT GT 57,3 KWS Saat AG 
4_4326_rev CAG ATG GGA TCA AAG CAT CA 55,3 KWS Saat AG 
5_4060_for TGA ATC TTC CCC AGA CCA TC 57,3 KWS Saat AG 
5_4060_rev CAG TTG CTG GCT TGA TTT GA 55,3 KWS Saat AG 
5_4394_for AGT GCC CTC ACA ACT CCA TC 59,4 KWS Saat AG 
5_4394_rev CTT GGG TGA GTT CTC TGC CT 59,4 KWS Saat AG 
5_3442_for TTC CTC TTC TCC CAA CAA CCT 57,9 KWS Saat AG 
5_3442_rev CCA CCT CAT CTT CAT CAT CCT 57,9 KWS Saat AG 
5_4890_for ACT CAA CAA AGG GGC ATC AC 57,3 KWS Saat AG 
5_4890_rev GAA ATC AAT GGA GCC CTG AA 55,3 KWS Saat AG 
6_3944_for CCC TGG TAG AGT GAA GCG AA 59,4 KWS Saat AG 
6_3944_rev AAA GCA AGC ACT CAA AAC TTC C 56,5 KWS Saat AG 
6_4682_for GGT GAC ATC CAA CTC CGC TAC 61,8 KWS Saat AG 
6_4682_rev TTC CAG TGT AAG CAC AAA CCC 57,9 KWS Saat AG 
6_2731_for CGT CCG ATG AAA TGG AGA TTA 55,9 KWS Saat AG 
6_2731_rev GGA AAG TTT GGA TTC CGT CAT 55,9 KWS Saat AG 
6_4895_for CGG TGG AGC GAG TTT TAG AG 59,4 KWS Saat AG 
6_4895_rev ATC CTG GTT GTC CGA TTT TG 55,3 KWS Saat AG 
7_4448_for TGA GAG CTG GAA CAA ACA AGA 55,9 KWS Saat AG 
7_4448_rev GGG TTC ATT ACC AGA AGG AGC 59,8 KWS Saat AG 
7_4359_for GCC ATT GCA GAC TGA CTT GTT 53,7 KWS Saat AG 
7_4359_rev GAT AAG GAA AAA TCC CCA TGA 54,0 KWS Saat AG 
7_4047_for ACA CAA CCG CAT TCT CTT CC 57,3 KWS Saat AG 
7_4047_rev CCT TCA AGC GTA GCA AGC TC 59,4 KWS Saat AG 
sp7_4823_f GGA TAA CGA GGA AAT TGA TGT TG 57,1 selbst konstruiert 
sp7_4823_r TCA ATT ATC GAG CCC CAA AC 55,3 selbst konstruiert 
8_3801_for CGG AGA GCA GAG CAT TAC TTC 59,8 KWS Saat AG 
8_3801_rev TAT CTT GCC AAC CAA CTC AGG 57,9 KWS Saat AG 
8_2221_for CCA TAG TGG TGG TGC TTT TCA 57,9 KWS Saat AG 
8_2221_rev CCG GGA GAA ATA GGT AGA CGA 59,8 KWS Saat AG 
8_2054_for GCC GTC ATT CTC TCT CTC TCA 59,8 KWS Saat AG 
8_2054_rev AGC AAA ACC TCT TGA TAT GCG 55,9 KWS Saat AG 
8_6143_for CTT GAA GCT GCT GCC AAC TAT 57,9 KWS Saat AG 
8_6143_rev ATT TCC AAG CAA GCC GTT AAT 54,0 KWS Saat AG 
9_3315_for TGG CCT TGA CAT ACT TCC AAC 57,9 KWS Saat AG 
9_3315_rev TAG GGA GCG TCA TCT CGT ATG 59,8 KWS Saat AG 
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Primername Primersequenz (5’→3’) TM [°C] Herkunft/ Referenz 
9_3194_for ACA ACC CTT TTC CTT ACA CAA A 54,7 KWS Saat AG 
9_3194_rev CTG TCT CAC CCC ACG ATA AAG 59,8 KWS Saat AG 
9_3838_for TAC TTC ATC TGC AAT TTG GGC 55,9 KWS Saat AG 
9_3838_rev TGA CCC ATT TTC TGT CGT TTC 55,9 KWS Saat AG 
9_5039_for TTA AAG AAA CAG AGG GGA GAT TTG 57,6 KWS Saat AG 
9_5039_rev TAT TAA GCA CAC CCA GAA GCT GA 58,9 KWS Saat AG 
9_4595_f TGT TGC GAT TCC TGT GCA T 54,5 KWS Saat AG 
9_4595_r CAC GAG AAA TGC ATA AAC CAT TC 57,1 selbst konstruiert 
9_1092_f AGC ATG CTG AAA CCA TTT GT 53,2 selbst konstruiert 
9_1092_r AGA AGC TGC TAA GGG TTA AGC TAA T 59,7 KWS Saat AG 
M13 for GTA AAA CGA CGG CCA GT 56,0 Standardprimer 
M13 rev GGA AAC AGC TAT GAC CAT G 56,0 Standardprimer 
pAv34F1 GAA TTG TTG AAA TCT TTA GAA AAA TGG 56,0 Dechyeva et al. 2006 
pAv34R1 CCG AGT TAG TGA ACC GGG 58,0 Dechyeva et al. 2006 
pBV1 For TTG TAA GTT CAA TGC AAT GC 55,0 in AG konstruiert* 
pBV1 Rev TGA GGT TTG TGT GCA TCT CC 55,0 in AG konstruiert* 
Tel For (TTT AGG G)4 63,7 Richards und Ausubel 1988 
Tel Rev (CCC TAA A)4 63,7 Richards und Ausubel 1988 
*AG: Arbeitsgruppe 
 
2.1.4 Sonden für radioaktive Hybridisierung und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 
(FISH) 
Sonden für die Hybridisierung von Koloniefiltern und Southern-Filtern wurden durch PCR 
hergestellt und nachfolgend radioaktiv markiert (siehe 2.2.8.3). Sonden für das Screening der 
BAC-Bank wurden vor der Markierung in Pools zusammengeführt. Die Zusammensetzung 
der Hybridisierungs-Pools ist im Ergebnisteil in Tab. 3.1 dargestellt (3.1.1). FISH-Sonden 
wurden durch PCR oder Nick-Translation markiert (2.2.9.6). Verwendete Sonden sind mit 
Ausnahme der Markersonden in Tab. 2.7 aufgeführt.  
Tab. 2.7: DNA-Sonden für Southern- und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 
Sonde Länge Zielregion Referenz 
pAv34 344- 
358 bp 
subtelomerische Satelliten-
DNA pAv34 
Dechyeva und Schmidt 2006 
pBV 
(c0t-1-Bank-Klon 3O181) 
266 bp zentromerische und perizentro-
merische Satelliten-DNA pBV 
Schmidt und Metzlaff 1991; 
1Zakrzewski et al., 2010 
pEV 
(c0t-1-Bank-Klon 1A121) 
255 bp interkalare Satelliten-DNA pEV Schmidt et al. 1991, 
1Zakrzewski et al. 2010 
pLT11 7n bp Telomer Richards und Ausubel 1988 
pBV VI 
(c0t-1-Bank-Klon 5C011) 
191 bp peri-/ zentromerische pBV-
Variante pBV VI (auch pRV) 
Menzel et al. 2008, 
1Zakrzewski et al. 2010 
pXV1 349 bp 5S rDNA Schmidt et al. 1994 
pZR18S 
(PRO1-BAC 1E2-Subklon 1K1)  
5065 bp 18S-5,8S-25S rDNA Akzessionsnummer: HE578879
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2.1.5 Pflanzenmaterial 
Alle hier dargestellten Ergebnisse wurden durch Analyse der doppelt haploiden Beta vulgaris 
ssp. vulgaris KWS2320 produziert. Das Blütenmaterial wurde von KWS Saat AG (Einbeck, 
Deutschland) zur Verfügung gestellt.  
2.1.6 Bakterienstämme und Vektorsysteme 
Das Vektorsystem pGEM-T von Promega wurde zur Klonierung von PCR-Fragmenten und 
pUC18 (Fermentas) für die Klonierung von Fragmenten mit glatten Enden verwendet. Beide 
Vektoren vermitteln Ampicillinresistenz. Die Transformation erfolgte in Escherichia coli 
XL1 Blue (Stratagene). 
2.1.7 Bacterial-artificial-chromosome (BAC)-Bank  
Sämtliche angeführte BACs entstammen der ZR-BAC-Bank (ZR00843-KWS2320, Hohmann 
et al. 2003). Sie enthält 57600 Klone mit einer durchschnittlichen Insertionsgröße von 116 kb 
und besitzt eine etwa 8,8fache Abdeckung des B.-vulgaris-Genoms. Klonierungsvektor dieser 
Bank war pBeloBAC11. Er vermittelt Resistenz gegen Chloramphenicol. 
2.1.8 Datenbanken und Programme 
Die B.-vulgaris-Genomsequenz (Tab. 2.8) stand ab Dezember 2011 zur Verfügung (Zeitraum 
der Bearbeitung). Sie wurde aus Sequenzdaten erstellt, die durch 454-Pyro- und Illumina-
Sequenzierung sowie Sequenzierung nach Sanger generiert wurden (Dohm et al., in Begut-
achtung). Die RefBeet 1.0 beinhaltet den assemblierten Anteil der Genomsequenz, der zum 
großen Teil Chromosomen zugeordnet ist, jedoch auch assemblierte Abschnitte ohne chromo-
somale Zuordnung enthält. Zudem standen die Einzelsequenzen (reads) der RefBeet 0.2, die 
nicht assembliert (unassembl.) werden konnten, als Datenbank zur Verfügung. Mit den Mar-
kersequenzdaten von KWS Saat AG wurde eine lokale Datenbank in BioEdit erstellt. 
In Tab. 2.9 sind die Programme aufgelistet, die für die Bildaufnahme, Bildbearbeitung, Erstel-
lung von Abbildungen und Sequenzanalyse verwendet wurden. 
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Tab. 2.8: Sequenzdatenbanken 
Datenbank Art Herkunft und Art der  
Sequenz 
Nukleotide Anzahl 
Einzelse-
quenzen 
Referenz 
RefBeet 1.0 B. vulgaris 
ssp. vulgaris 
“KWS2320” 
genomische DNA; 
assemblierte Genomse-
quenz; i. d. R. mit 
Chromosomenzuordnung
596 069 345 81 923 
(Scaffolds) 
Dohm et al., in 
Begutachtung 
RefBeet 0.2-
unassembl. 
B. vulgaris 
ssp. vulgaris 
“KWS2320” 
genomische DNA; nicht 
assemblierte 454 reads 
der RefBeet 0.2  
2 078 885 465 6 517 201 Himmelbauer 
et al., unveröf-
fentlicht 
Marker-
datenbank 
B. vulgaris 
ssp. vulgaris; 
Genotyp unbekannt1 
Sequenzen von 38 
terminal kartierten 
genetischen Markern; 
genomische B.-vulgaris-
DNA  
23819 bp 38 KWS Saat AG 
(Sequenzdaten)
1interne Daten KWS Saat AG 
 
Tab. 2.9: Programme 
Programm Verwendung  Referenz WEB 
Adobe Photoshop CS2 Bildbearbeitung  -  http://www.adobe.com 
Adobe Photoshop 7.0    
ASI (Applied Spectral 
Imaging) 
Bildaufnahme (Fluores-
zenzmikroskopie), teilwei-
se Bildbearbeitung 
 -  http://www.spectral-
imaging.com 
Bioedit Sequenzverwaltung und -
analyse 
 -  http://www.mbio.ncsu.edu/bi
oedit/bioedit.html 
BLAST Homologiesuche Altschul et al. 1990  
ClustalW Sequenzalignments   
Geneious Pro 5.4  Sequenzverwaltung und -
analyse 
Drummond et al. 
2011 
http://www.geneious.com 
MAFFT  Sequenzalignments (Plugin 
in Geneious) 
Katho et al. 2002 http://mafft.cbrc.jp/alignment
/software/ 
MUSCLE Sequenzalignments (Plugin 
in Geneious) 
Edgar und Robert 
(2004) 
http://www.drive5.com/musc
le/ 
PhyML Erstellung von 
Dendrogrammen (Plugin in 
Geneious) 
Guindon und Gas-
cuel 2003 
http://www.atgc-
montpellier.fr/phyml 
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2.2 Methoden 
Die Zusammensetzungen von Medien, Standardpuffern und häufig verwendeten Lösungen 
sind im Abschnitt 2.1.2 aufgeführt. 
2.2.1 Pflanzenanzucht 
Das Beta-vulgaris-Saatgut wurde auf feuchtem Filterpapier 3 Tage bei 23 °C ohne Belichtung 
vorgekeimt. Die Keimlinge wurden danach in Einheitserde gepflanzt. Nicht gekeimte Samen 
wurden verworfen. Die Kultivierung der Pflanzen erfolgte anschließend im Klimaschrank 
oder unter Gewächshausbedingungen mit einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 16/8 Stunden bei 
einer durchschnittlichen Temperatur von 23 °C. 
2.2.2 Duplikation der BAC-Bank 
Von der ZR-BAC-Bank (2.1.7) wurden eine Sicherungskopie und eine Arbeitskopie mit 
jeweils 150 Platten à 384 Vertiefungen erstellt. Jede Vertiefung enthielt 40 µl LB-Freezing-
Medium mit 12,5 µg/ml Chloramphenicol. Mit Hilfe eines Roboters (MicroGrid II) wurden 
die BAC-Klone aus der Originalbank in die jeweilige Kopie überimpft. Jeweils zehn Platten 
wurden zum Schutz vor Austrocknung zusammen mit einem feuchten Filterpapier in Folietü-
ten verpackt und nachfolgend etwa 16 h bei 37 °C inkubiert. Die Originalbank und die Siche-
rungskopie wurden mit safe-seal-Folien verschlossen, um sie vor Evaporation zu schützen. 
Die Originalbank und die Kopien wurden bei -80 °C gelagert. Nachfolgende Experimente 
wurden mit der Arbeitskopie durchgeführt.  
2.2.3 DNA-Isolation 
2.2.3.1 Isolation genomischer DNA aus B. vulgaris 
Die Isolation genomischer DNA aus B. vulgaris erfolgte mit Abwandlungen nach der CTAB-
Methode von Saghai-Maroof et al. (1984). Etwa 2,5 g B.-vulgaris-Blätter wurden geerntet 
und in flüssigem Stickstoff durch Mörsern aufgeschlossen. Das Pulver wurde in 12,5 ml auf 
65 °C vorgewärmten CTAB-Puffer (0,1 M Tris, pH 8/ 10 mM EDTA, pH 8/ 0,7 M NaCl/ 
1 % CTAB/ 0,02 % β-Mercaptoethanol) überführt und 1 h bei 65 °C inkubiert. Nachdem die 
Suspension wieder auf Raumtemperatur abgekühlt war, wurde ihr zur Entfernung von Protei-
nen und Lipiden ein Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1, v/v/v) zugesetzt, 
der Ansatz wurde gevortext und anschließend 10 min über Kopf (10 rpm) rotiert. Nach einem 
Zentrifugationsschritt bei 4000 rpm für 15 min wurde der Überstand in ein neues Gefäß über-
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führt und das gleiche Volumen Chloroform-Isoamylalkohol (24:1, v/v) zugesetzt. Der Rotati-
ons- und der Zentrifugationsschritt wurden wiederholt. Dem Überstand wurden 50 µl 
(10 mg/ml) RNase zugegeben und der Ansatz 1 h bei 37 °C inkubiert, um enthaltene RNA 
abzubauen. Anschließend wurde die DNA durch Zugabe von 0,7 Volumen Isopropanol, vor-
sichtiges Invertieren und 10 bis 15 min Inkubation gefällt. Die gefällte DNA wurde bei 
4000 rpm 15 min pelletiert und der Überstand verworfen oder das DNA-Knäuel ohne Zentri-
fugationsschritt in ein 2 ml Eppendorfgefäß überführt. Die DNA wurde zweimal mit je 1 ml 
70 %igem Ethanol (-20 °C) gewaschen (Zentrifugation 2 min, 4000 rpm, 4 °C), bei Raum-
temperatur getrocknet und anschließend in einer angemessenen Menge TE-Puffer oder H2O 
(0,2-0,7 ml) zurückgelöst. 
2.2.3.2 Isolation von Plasmid-DNA 
Die Isolation der Plasmide pGEM-T und pUC18 aus E.-coli-Kulturen erfolgte durch Säulen-
aufreinigung mit Hilfe des Plasmidminiprep-Kits (Fermentas) nach Herstellerangaben. Die 
Plasmid-DNA wurde mit 25-30 µl H2O von der Säulenmatrix eluiert. 
2.2.3.3 Isolation von BAC-DNA 
BAC-DNA, die als FISH-Sonde eingesetzt werden sollte, wurde mit dem NucleoBond® Xtra 
Maxi beziehungsweise Midi-Kit nach Herstellerangaben isoliert. Die Isolation der BAC-
DNA, die zur Größenbestimmung bestimmt war, erfolgte mit dem BACMAX DNA-
Purification-Kit. Um ein Scheren der DNA durch wiederholtes Gefrieren und Auftauen zu 
vermeiden, wurde sie sofort im Restriktionsverdau (2.2.6) eingesetzt und anschließend elek-
trophoretisch (2.2.4.2) aufgetrennt.  
2.2.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten  
DNA bewegt sich aufgrund der negativ geladenen Phosphatreste ihres Desoxyribose-
Phosphatgerüstes im elektrischen Feld zur positiv geladenen Anode. In Abhängigkeit vom 
Molekulargewicht wandern dabei DNA-Fragmente in einer Matrix unterschiedlich schnell.  
2.2.4.1 Horizontale Agarosegelelektrophorese 
Die DNA-Fragmente wurden in 0,8–1,8 %igen Agarosegelen (w/v) der Größe nach im elek-
trischen Feld separiert. Die Agarose wurde in TAE-Puffer aufgekocht und gelöst. Zur späte-
ren Visualisierung der DNA wurde dem Gel im flüssigen Zustand 1 %ige Ethidiumbromidlö-
sung (w/v) zu einer Endkonzentration von 0,04 ‰ zugesetzt. Die DNA-Probe wurde mit 10x 
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Auftragspuffer gemischt und auf das feste Gel aufgetragen; zudem wurde ein Größenstandard 
(GeneRuler 100 bp- oder 1 kb-Leiter) aufgetragen. Die DNA wurde mit einer elektrischen 
Feldstärke von 1 bis 5 V/cm getrennt. Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Die nach 
Größe aufgetrennte und mit Ethidiumbromid gefärbte DNA wurde unter UV-Licht mit Hilfe 
einer Geldokumentationsapparatur sichtbar gemacht und fotografiert.  
2.2.4.2 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) 
Die Insertionsgröße der BACs der ZR-BAC-Bank (2.1.7) liegt mit durchschnittlich 116 kb 
über den DNA-Größenbereichen, die mit konventioneller Agarosegelelektrophorese genau 
bestimmt werden können. Für eine exakte Feststellung der Größen einzelner BACs wurde die 
restringierte DNA darum über ein Pulsfeldgel aufgetrennt. Durch Anlegen eines nicht kon-
stanten, sondern gepulsten elektrischen Feldes muss die aufgetragene DNA bei jedem Puls 
ihre Wanderungsrichtung ändern. Kleinere Moleküle ändern ihre Richtung schneller und 
legen daher in kürzerer Zeit eine weitere Strecke zurück.  
Um Scherkräfte zu minimieren, wurden abgeschnittene Pipettenspitzen verwendet. Etwa 
200 ng DNA wurden mit 10x Auftragspuffer versetzt und auf ein 1,2 %iges Agarosegel auf-
getragen, das mit 0,5x TBE-Puffer ohne Zusatz von Ethidiumbromid hergestellt wurde. Zu-
sätzlich wurden etwa 0,5 mm der PFG-Marker (Low Range und Mid Range) als Größenstan-
dards aufgetragen. Die Einstellungen der CHEF-DR III-Apparatur waren folgendermaßen: 
• Pulse: 5“ – 15“ 
• Run: 19 h 
• Voltage: 4,5 V 
• Angle:  120° 
• Temperature: 14 °C.  
Im Anschluss an die PFGE wurde das Gel 10 min in Ethidiumbromid Lösung (0,2-0,5 µg/ml) 
gefärbt, 30 min in H2O entfärbt und die Banden im GelDoc2000-System visualisiert und 
dokumentiert.  
2.2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Mit PCR lassen sich Bereiche einer DNA-Matrize (Template) durch Zugabe spezifischer 
Primer, von Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) sowie des thermostabilen Enzyms 
Taq-Polymerase gezielt amplifizieren. Dazu werden bestimmte Temperaturbedingungen 
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(Denaturierung, Annealing und Elongation) zyklisch wiederholt. Die Annealingtemperatur ist 
abhängig von der Basenzusammensetzung der verwendeten Primer. 
2.2.5.1 Standard-PCR 
PCR wurde durchgeführt, um Markersequenzen von genomischer B.-vulgaris-DNA zu ampli-
fizieren und zu klonieren, Markersonden herzustellen, Insertionen in Plasmiden und BACs 
nachzuweisen und um Sonden mit modifizierten Nukleotiden zu markieren. Die Identität der 
mit Markerprimern amplifizierten und klonierten PCR-Produkte wurde durch Sequenzierung 
und Abgleich der erhaltenen Sequenzen mit den von KWS Saat AG zur Verfügung gestellten 
Markersequenzen überprüft. Reaktionsansatz und Reaktionsbedingungen einer Standard-PCR 
waren wie folgt (in Klammern ist die Ausgangskonzentration der Komponenten angegeben): 
Reaktionsansatz 
dNTPs (2 mM): 2 µl
5x PCR-Puffer: 4 µl
forward-Primer (10 pmol/µl): 1 µl
reverse-Primer (10 pmol/µl): 1 µl
Taq-Polymerase (5 U/µl): 0,1 µl
Template-DNA (siehe Text): x µl 
H2O: auf 20 µl
 
Programm einer Standard-PCR 
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min  
Denaturierung 95 °C 30 s
Annealing primerabhängig (2.1.3, Tab. 2.6) 20 – 30 s
Elongation 72 °C 1 min
35x 
Endelongation 72 °C 10 min  
Pause 8 °C halten  
 
Die Konzentration der Template-DNA war abhängig von ihrer Herkunft. Zur Amplifikation 
genomischer DNA wurden etwa 100 ng und für Plasmid-DNA circa 2-5 ng eingesetzt. Zur 
Identifikation rekombinanter Klone wurde wenig Zellmaterial der Bakterienkolonie als Vor-
lage genutzt, das mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze in das PCR-Gefäß überführt wurde.  
2.2.5.2 Multiplex-PCR 
Wird mehr als ein Primerpaar in einer PCR eingesetzt, wird dies als Multiplex-PCR bezeich-
net. Mit diesem Verfahren können in einer Reaktion unterschiedliche DNA-Regionen ampli-
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fiziert und analysiert werden. Durch Multiplex-PCR wurden BACs, die durch Hybridisierung 
mit Markersondenpools identifiziert wurden, eindeutig einer Markersequenz zugeordnet.  
Pro Multiplex-Reaktionsansatz wurden drei Primerpaare miteinander kombiniert, die zu un-
terschiedlichen Produktgrößen führen (3.1.1, Tab. 3.1). Kombinierte Primerpaare gehörten 
dabei stets demselben Sondenpool an. Die weiteren Komponenten des Reaktionsansatzes und 
ihre Konzentrationen wurden, wie für die Standard-PCR beschrieben, beibehalten. 
In Reaktionen mit den zugehörigen klonierten Markersequenzen (Plasmiden) sowie genomi-
scher DNA von B. vulgaris als Template wurde überprüft, ob alle Primerpaare der Primer-
kombinationen die PCR-Produkte der zuvor ermittelten Größen bildeten. Die jeweiligen 
Plasmide wurden einzeln und als Kombination eingesetzt. Für alle Primerpaare wurde eine 
Annealingtemperatur von 57 °C genutzt. Bei dieser Temperatur wurden bei Verwendung der 
Einzelplasmide als Matrize alle erwarteten PCR-Produkte gebildet. Durch eine niedrige An-
nealingtemperatur oder Primerdimere können unspezifische Produkte entstehen und als 
schwache Banden im niedermolekularen Bereich sichtbar sein, sie beeinträchtigten die Aus-
sage des Ergebnisses jedoch nicht. 
Für die Analyse der BACs wurden je 2 µl Flüssigkultur der BAC-Bank als Template einge-
setzt. Die PCR wurde mit 37 Zyklen durchgeführt. Die gebildeten Produkte wurden in einem 
Agarosegel aufgetrennt und anhand der Produktgröße der enthaltene Marker ermittelt.  
2.2.6 Restriktion von DNA 
Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die DNA sequenzabhängig schneiden. Dabei entste-
hen entweder glatte Enden (blunt ends) oder, wenn an Haupt- und Komplementärstrang ver-
setzt geschnitten wird, überhängende Enden (sticky ends).  
Pro Mikrogramm DNA wurden 5 Units Enzym eingesetzt, hinzu kamen der zugehörige Reak-
tionspuffer und ein angemessenes Volumen Wasser. Der Restriktionsansatz wurde 1 h oder 
über Nacht inkubiert. Reaktionspuffer (NEB, Fermentas) und -temperatur waren enzymab-
hängig und basierten auf Herstellerangaben.  
2.2.7 Klonierung 
2.2.7.1 Fragmentierung von DNA 
Für die Erstellung der Subklonbank wurde die zu klonierende BAC-DNA mit Hilfe des 
HydroShear fragmentiert. Dabei werden Scherkräfte ausgenutzt, um die DNA innerhalb eines 
bestimmten Größenbereichs zu zerkleinern.  
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Die Konzentration der BAC-DNA (2.2.3.3) wurde in 100 µl-Ansätzen auf 30 ng/µl einge-
stellt. Nach fünfminütiger Zentrifugation bei 12000 rpm wurden 85 µl (etwa 2,5 µg) des 
Überstandes in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die BAC-DNA wurde mit dem  
HydroShear in vorrangig 1–1,25 kb große Fragmente zerkleinert, die gescherte DNA in einem 
Eppendorfreaktionsgefäß gesammelt und auf Eis gestellt. Folgende Einstellungen des 
HydroShear-Programms wurden genutzt: 
DNA volume 85 µl 
# of cycles 25 
Speed code 3 
Wash cycles 3x mit 0,2 M HCl 
2x mit 0,2 M NaOH 
5x mit TE-Puffer 
 
Die Enden der fragmentierten DNA wurden unter Verwendung des NEBNext® End Repair 
Module Kits repariert, so dass anschließend blunt ends mit einem 5’-Phosphat- und einem 3’-
Hydroxylrest vorlagen. Dazu wurden je 85 µl gescherter DNA 10 µl 10x Reaktionspuffer und 
5 µl Enzymmix zugegeben, der Ansatz gemischt, kurz abzentrifugiert und 30 min bei 20 °C 
inkubiert. Die DNA wurde in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt, Fragmente von 1 bis 
1,25 kb wurden aus dem Gel isoliert und kloniert. 
2.2.7.2 Vektorpräparation 
Gescherte BAC-DNA wurde in den Vektor pUC18 kloniert. Etwa 5 µg des Vektors wurden 
durch Restriktion mit SmaI linearisiert (2.2.6). Enzym und Puffer wurden mit dem Kit Invi-
sorb PCR-Fragment CleanUp nach Herstellerangaben gegen 20 µl H2O ausgetauscht. Die 
entstandenen glatten Enden wurden anschließend durch Zugabe von 10 U Shrimp Alkaline 
Phosphatase (SAP) für 30 min bei 37 °C dephosphoryliert, um eine Selbstligation des Vek-
tors zu verhindern. Die Reaktion wurde durch 20 min Inkubation bei 65 °C abgestoppt. Line-
arisierte und zirkuläre Vektor-DNA wurden in einem einprozentigen Agarosegel voneinander 
getrennt. Der linearisierte Vektor wurde aus dem Gel eluiert.  
2.2.7.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Zu klonierende PCR-Produkte, definierte Größenbereiche fragmentierter DNA oder restrin-
gierte Vektoren wurden nach elektrophoretischer Auftrennung mit einem Skalpell aus dem 
Agarosegel ausgeschnitten und mit dem Kit Invisorb Fragment CleanUp aus der Gelmatrix 
isoliert. Die Reinigung über die Säulchen erfolgte gemäß Herstellerangaben. Die DNA wurde 
mit 20-30 µl H2O von der Säulenmatrix eluiert. 
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2.2.7.4 Ligation von DNA-Fragmenten 
Alle mit Markerprimern und genomischer B.-vulgaris-DNA als Template amplifizierten PCR-
Produkte (2.2.5.1) wurden mit Hilfe ihres TA-Überhangs in den Vektor pGEM-T kloniert. Es 
wurde das pGEM-T-Vektorsystem (Promega) verwendet. Der Ligationsansatz wurde über 
Nacht bei 16 °C oder im Kühlschrank inkubiert und anschließend in E. coli transformiert.  
Ligationsansatz zur Klonierung von PCR-Produkten in den Vektor pGEM-T 
2x Ligationspuffer 5 µl 
pGEM-T-Vektor 1 µl 
PCR-Produkt 1-3 µl 
T4-Ligase 1 µl 
H2O ad 10 µl 
 
Zur Erstellung der Subklonbank wurden die aus dem Gel isolierten gescherten DNA-
Fragmente (2.2.7.1) in den linearisierten Vektor pUC18 kloniert. Um eine Selbstligation des 
Vektors zu vermeiden und möglichst viele Klone mit Insertionen zu erhalten, wurde die frag-
mentierte Insert-DNA mit circa dreifachem Überschuss eingesetzt. Zur Steigerung der Effi-
zienz wurde dem Ligationsansatz zudem Polyethylenglykol (PEG) 4000 (Fermentas) beige-
fügt. Der Ligationsansatz wurde 24 h bei 16 °C inkubiert und anschließend in E. coli trans-
formiert.  
Ligationsansatz zur Klonierung von DNA-Fragmenten mit glatten Enden in den Vektor 
pUC18 
10x Ligase-Puffer (Fermentas) 2 µl
PEG 4000 (50 %) 4 µl
pUC18-Vektor (100 ng/µl) 0,5 µl
fragmentierte DNA (~17 ng/µl) 11,5 µl
T4-Ligase (Promega) 2 µl
H2O ad 20 µl
2.2.7.5 Transformation von Escherichia coli 
Die Ligationsansätze wurden in elektrokompetente E.-coli-XL1-Blue-Zellen (Stratagene) 
transformiert. Aliquots à 50 µl der elektrokompetenten Zellen wurden etwa 10 min auf Eis 
aufgetaut. Den Zellen wurden 1-3 µl des Ligationsansatzes zugegeben, das Ganze vorsichtig 
gemischt und 1 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden anschließend unter Verwendung 
einer abgeschnittenen Pipettenspitze in eine gekühlte Elektroporationsküvette (BioRad) über-
führt, ohne Luftblasen zu erzeugen. Die Küvette wurde einem elektrischen Puls (2,5 kV) 
ausgesetzt. Im Anschluss daran wurde sofort 1 ml 37 °C warmes SOC-Medium zugegeben, 
durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren mit den Zellen gemischt und in ein 1,5 ml Eppen-
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dorfreaktionsgefäß überführt. Nach einer Inkubation von etwa 45 min bis 1 h unter Schütteln 
bei 37 °C wurden die Zellen auf LB-Indikatorplatten ausplattiert, je Petrischale 100 bis 300 µl 
und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 
2.2.7.6 Selektion rekombinanter Klone 
Positive Klone wurden durch Blau-Weiß-Selektion anhand einer weißen Färbung der Kolonie 
identifiziert.  
Die Insertionen in mit pGEM-T transformierten Zellen wurden durch Standard-PCR mit M13-
Vektorprimern und mit Markerprimern bestätigt. Von ihnen wurden Dauerkulturen angelegt. 
Weiße Kolonien von mit pUC18 transformierten E.-coli-XL1-Blue-Zellen wurden ohne PCR-
Selektion in 384er-Mikrotiterplatten mit LB-Freezing-Medium übertragen und über Nacht bei 
37 °C inkubiert. Subklone, die subtelomerische Satelliten-DNA enthalten, wurden durch 
Koloniefilterhybridisierung identifiziert (2.2.8.2). 
2.2.7.7 Herstellung von Dauerkulturen 
Etwa 500-800 µl einer Übernachtkultur des jeweiligen Klons wurden mit Glycerol (Endkon-
zentration 20 %) versetzt und gemischt. Die Dauerkultur wurde bei -80 °C gelagert.  
2.2.8 Southern-Hybridisierung  
Bei der Southern-Hybridisierung wird DNA auf ein Trägermaterial übertragen und fixiert. Die 
immobilisierte DNA wird denaturiert und unter Anwesenheit der radioaktiv markierten Sonde 
hybridisiert. Die Sonde bindet dabei an komplementäre Bereiche der Ziel-DNA und wird 
durch Autoradiographie detektiert. 
2.2.8.1 DNA-Transfer von Agarosegelen 
Mit Restriktionsenzymen geschnittene DNA wurde in einem 1,2 %igen Agarosegel aufge-
trennt. Durch Kapillarkräfte wurde entsprechend der Methode nach Sambrook et al. (1989) 
die DNA unter denaturierenden Bedingungen vom Gel auf eine positiv geladene Nylonmemb-
ran (Hybond N+) übertragen. Der Transfer erfolgte über Nacht in 1,5 M NaCl/ 0,4 M NaOH. 
Anschließend wurde die Membran zweimal für 5 min mit 2x SSC gewaschen, getrocknet und 
20 min bei 80 °C inkubiert. 
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2.2.8.2 Herstellung von Koloniefiltern 
Die Subklone aus den 96er-Mikrotiterplatten wurden mit Hilfe eines Metallstempels auf eine 
zugeschnittene Nylonmembran (Hybond N+) übertragen.  
Hochdichte Koloniefilter (HDF) der BAC-Bank wurden mit Hilfe des BioRoboters Mic-
roGrid II erstellt. Pro Filter (PerformaII, positiv geladene Nylonmembran mit 22,2 x 22,2 cm) 
wurden 27648 BAC-Klone in Duplikaten in einem 5x5 Muster aufgetragen. Nach diesem 
Muster lässt sich jeder Filter in sechs Felder unterteilen, wobei je Feld sechs Platten überimpft 
werden. Je nach Platte unterscheidet sich das Muster, in welchem die Duplikate zueinander 
aufgetragen werden. Darauf basierend wurden die BACs später ihren Koordinaten in der 
BAC-Bank zugeordnet.  
Die Koloniefilter wurden mit der bestempelten Seite nach oben auf LB-Platten (à 250 ml, 
22,5 x 22,5 cm) ausgelegt und über Nacht bei 37 °C bebrütet. Die Filter wurden nach erfolgter 
Inkubation nacheinander Denaturierungs- und Neutralisationsschritten unterzogen. Dazu 
wurde Whatman-Papier, wie nachfolgend angegeben, mit der entsprechenden Lösung getränkt 
und die Filter darauf inkubiert:  
- 5 min 0,5 M NaOH 
- 10 min 1 M Tris (pH 7,5) 
- 10 min 1 M Tris/ 3 M NaCl (pH 6,5). 
Im Anschluss wurden die Koloniefilter getrocknet und 20 min bei 80 °C inkubiert. 
2.2.8.3 Radioaktive Markierung der Sonden 
DNA-Sonden wurden unter Verwendung des Amersham-Megaprime-DNA-Labeling-Systems 
nach Herstellerangaben mit den radioaktiven Nukleotiden [α-33P]- dCTP und/oder [α-33P]- 
dATP markiert. In den Reaktionsansätzen zur Markierung einzelner Sonden wurden zwischen 
50 ng und 100 ng DNA verwendet, für Sondenpools (Zusammensetzung in Tab. 3.1) wurden 
pro Sonde 50 ng eingesetzt. Die DNA wurde mit der Primerlösung und Wasser gemischt, 
5 min bei 95 °C denaturiert und auf Eis gestellt. Diese Mischung wurde mit dem im Kit ent-
haltenen Reaktionspuffer, den nicht markierten Nukleotiden, den radioaktiven Nukleotiden 
und der Enzymlösung versetzt, 10 min bei 37 °C inkubiert und anschließend für die Hybridi-
sierung verwendet. 
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Reaktionsansatz zur Markierung mit radioaktiven Nukleotiden  
DNA (50-450 ng) x µl
Primer 5 µl
Reaktionspuffer 10 µl
dTTP 4 µl
dGTP 4 µl
dATP, [α-33P]-3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml 2 µl
dCTP, [α-33P]-3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml 2 µl
Klenow-Fragment 2 µl
H2O auf 50 µl
 
2.2.8.4 Hybridisierung  
Die Membranen wurden zweimal für je 5 min in 2x SSC gewaschen und anschließend min-
destens 2 h bei 37 °C mit Hybridisierungsmedium (5x SSPE/ 5x Denhardt-Lösung/ 0,2 % 
SDS) und 400 µg/ml Heringssperma-DNA (Stammlösung 10 mg/ml) zum Abblocken unspe-
zifischer Bindestellen vorhybridisiert. Die markierte Sonde wurde 10 min bei 99 °C denatu-
riert und mit 100 ml frischem Hybridisierungsmedium (vorgewärmt auf 60 °C) gemischt. Das 
Prä-Hybridisierungsmedium wurde gegen das Medium mit der markierten Sonde ausgetauscht 
und die Membran über Nacht bei 60 °C hybridisiert. Die Filter wurden zweimal 10 min mit 
60 °C warmem 1x SSC/0,1 % Tween gewaschen, in Folie eingeschlagen und es wurde ein 
Röntgenfilm aufgelegt. Der Film wurde abhängig von der zu erwatenden Signalstärke zwi-
schen wenigen Stunden und drei Wochen bei -80 °C exponiert und anschließend entwickelt.  
2.2.8.5 Rehybridisierung  
Hybridisierte Sonden wurden durch 10 min Waschen der Filter in 0,2 M NaOH/0,1 % SDS 
bei 60 °C entfernt. Die Filter wurden im Anschluss 5 min unter laufendem, entsalztem Wasser 
gewaschen und nachfolgend 5 min in Neutralisationslösung (0,1 x SSC/ 0,2 M Tris/ 0,2 % 
SDS, pH 7,5) inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit 2x SSC zu je 5 min. Anschließend 
konnte die Membran mit einer neuen markierten Sonde hybridisiert werden (2.2.8.4). 
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2.2.9 Molekularzytogenetische Verfahren 
2.2.9.1 Synchronisation der Zellteilung 
Für die Präparation mitotischer Metaphasechromsomen wurden junge Blätter (1 – 2 cm) von 
Zuckerrübenpflanzen circa 4 Stunden nach eingesetzter Belichtung geerntet und für etwa 3 bis 
3,5 h in 2,5 mM 8-Hydroxychinolin inkubiert, um die Chromosomen zellteilungsaktiver 
Zellen zu synchronisieren und in der Metaphase zu arretieren. Anschließend wurden die 
Blättchen in frisch hergestelltes Fixativ überführt. Das Fixativ wurde nach einer Stunde gegen 
neues Fixativ ausgetauscht und das Material anschließend bei -20 °C oder 8 °C gelagert.  
Eine chemische Behandlung zur Synchronisation der Zellteilung in Blütenknospen war nicht 
nötig. Die Zellteilung in Stadien der Meiose ist endogen gesteuert synchronisiert. Eine Gelb-
färbung der Blütenknospen wies auf bereits abgeschlossene Pollenbildung hin, so dass die 
Knospen vor diesem Stadium abgenommen werden sollten. Geeignete Blütenstände wurden 
in frisch hergestelltes Fixativ überführt und mindestens über Nacht bei 8 °C gelagert.  
2.2.9.2 Präparation mitotischer Metaphasechromosomen 
Enzymatischer Abbau von Zellwand und Zytoplasma 
Die Präparation mitotischer Metaphasechromosomen erfolgte nach Schwarzacher und Hes-
lop-Harrison (2000). Um die Chromosomen aus den Zellen der fixierten Blättchen präparieren 
zu können, musste bei pflanzlichen Zellen zunächst die Zellwand abgebaut werden. Dazu 
wurde das Blättchen, nachdem es je zweimal in H2O und Citratpuffer gewaschen wurde, etwa 
3-4 h bei 37 °C in 50-100 µl Enzymlösung 1 inkubiert, einem Gemisch verschiedener pekto-
lytischer und cellulolytischer Enzyme [6,0 % Cellulase aus A. niger (w/v)/ 0,77 % Cellulase 
Onozuka R10 (w/v)/ 3 % Pectinase aus A. niger (v/v)]. Das Gewebe wurde während der Inku-
bation mehrfach mit einer Pinzette mazeriert, um den Fortschritt des enzymatischen Abbau-
vorgangs zu kontrollieren. Nach etwa 3 h wurde es alle 10 min durch vorsichtiges Auf- und 
Abpipettieren zusätzlich aufgeschlossen und weitere 0,5 h inkubiert.  
Waschschritte 
Die Enzymlösung wurde anschließend zunächst gegen Citratpuffer und nachfolgend gegen 
frisch hergestelltes Fixativ ausgetauscht. Die Kernsuspension wurde dazu mit Citratpuffer 
aufgefüllt, bei 1000x g abzentrifugiert und der Überstand bis auf ein Restvolumen von 500 µl 
abgenommen, ohne die Kernsuspension zu zerstören oder aufzuwirbeln. Der Vorgang wurde 
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zweimal mit Citratpuffer und dreimal mit Fixativ wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt 
mit Fixativ wurde die Flüssigkeit bis auf ein Restvolumen von circa 100 µl abgenommen. 
Herstellung von Tropfpräparaten 
Etwa 13 µl der Kernsuspension wurden aus einer Höhe von circa 50 cm auf mit Ethanol 
gereinigte Objektträger (Menzel Superfrost) aufgetropft und gespreitet. Die Objektträger 
wurden mit Fixativ gespült und anschließend an der Luft getrocknet. Saubere und möglichst 
metaphasenreiche Präparate wurden durch Phasenkontrastmikroskopie ausgewählt und bei 
8 °C bis zur Verwendung gelagert.  
2.2.9.3 Präparation meiotischer Pachytänchromosomen 
Enzymatischer Abbau von Zellwand und Zytoplasma 
Pachytänchromosomen wurden aus den Antheren fixierter Blütenknospen präpariert. Der 
Blütenstand wurde zweimal in Wasser und zweimal in Citratpuffer gewaschen und in Enzym-
lösung [1 % Cellulase Onozuka R10 (w/v)/ 1 % Cytohelicase H. pomatia (w/v)/ 1 % Pectolya-
se A. japonicus (w/v)] überführt. Das Pflanzenmaterial wurde 3-4 h bei 37 °C inkubiert, bis 
sich die Perigonblätter leicht von den Knospen lösen ließen. Dann wurde der Blütenstand 
zweimal in Citratpuffer gewaschen, um die Enzymlösung zu entfernen und in Citratpuffer auf 
Eis gestellt.  
Herstellung der Präparate 
Die Präperation meiotischer Chromosomen erfolgte nach Szinay et al. (2008) mit geringen 
Modifikationen. Die Knospen wurden einzeln unter einem Binokular präpariert. Die Peri-
gonblätter wurden mit einer Präpariernadel und einer Pinzette entfernt. Die Antheren wurden 
in einem Tropfen (etwa 5 µl) Citratpuffer mazeriert und mit etwa 20 µl 60 %iger Essigsäure 
vermischt. Je Präparat wurden 2-3 µl auf Ethanol-gereinigte Objektträger überführt, die zuvor 
kurz angehaucht wurden, bis Feuchtigkeit darauf kondensierte. Das Präparat wurde 1 min bei 
55 °C auf einem Thermocycler (Omnislide) inkubiert und der Tropfen währenddessen mit 
einer Präpariernadel vorsichtig über den Objektträger bewegt. Bei Bedarf wurde etwas 
60 %ige Essigsäure zugetropft, um ein Austrocknen zu verhindern. Nachfolgend wurde fri-
sches Fixativ zunächst kreisförmig um und anschließend direkt auf den Tropfen pipettiert, das 
Präparat kurz waagerecht inkubiert, die Flüssigkeit dann abgegossen und überschüssige Flüs-
sigkeit durch einmaliges kräftiges Schütteln vom Objektträger entfernt. Die Präparate wurden 
bei Raumtemperatur getrocknet und durch Phasenkontrastmikroskopie auf die vorliegenden 
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Stadien kontrolliert. Präparate mit Pachytänchromosomen wurden selektiert und entweder 
innerhalb eines Tages für FISH-Experimente (2.2.9.7 ff) eingesetzt oder in Ethanol bei -20 °C 
gelagert.  
2.2.9.4 Präparation gestreckter Chromatinfasern 
Gestreckte Chromatinfasern wurden nach Fransz et al. (1996) mit Modifikationen präpariert. 
Ein Blattstück wurde in 100 µl Nucleus isolation buffer (NIB, 10 mM Tris/ 10 mM EDTA/ 
100 mM KCl/ 500 mM Saccharose/ 1mM Spermin/ 4 mM Spermidin, pH 9,5) und 0,1 % 
(v/v) ß-Mercaptoethanol auf Eis mit einer Rasierklinge zerkleinert. Das Material wurde in ein 
2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß mit 800 µl NIB/ 0,1 % ß-Mercaptoethanol überführt und mit 
einem Dispergiergerät weiter aufgeschlossen. Das Blattmaterial wurde nacheinander durch 
100 µm, 50 µm und 20 µm Nylonsiebe filtriert. Das Filtrat wurde 4 min bei 3000 rpm und 
4 °C zenrifugiert, der Überstand wurde verworfen und das Pellet zweimal mit 500 µl NIB 
gewaschen. Im Anschluss wurde das Pellet in 30 µl NIB resuspendiert. Etwa 5 µl der Kern-
suspension wurden als schmaler Strich auf einen Ethanol-gereinigten und luftgetrockneten 
Objektträger aufgetragen und mit einem Föhn getrocknet. Neben den Auftragsbereich und in 
die Mitte des Objektträgers wurden jeweils 40 µl STE-Puffer (0,5 % SDS/ 100 mM 
Tris/5 mM EDTA, pH 7) aufgebracht, mit einem Deckglas (24 mm x 60 mm) abgedeckt und 
6 min horizontal inkubiert. Der Objektträger wurde vorsichtig angewinkelt, bis das Deckglas 
herunterglitt und luftgetrocknet. Die Präparate wurden 3 min in frisch hergestelltem Fixativ 
inkubiert, kurz luftgetrocknet und nachfolgend 1 h bei 60 °C auf dem Thermocycler inkubiert. 
Präparate mit gestreckten Chromatinfasern wurden nicht gelagert, sondern am gleichen Tag 
für FISH-Experimente (2.2.9.7 ff) eingesetzt, beginnend ab der Fixierung mit PFA. 
2.2.9.5 Herstellung von c0t-100-DNA  
Das B.-vulgaris-Genom besteht zu mindestens 63 % aus repetitiver DNA (Flavell et al. 1974). 
Die Hybridisierung repetitiver DNA-Bereiche der BACs an homologe Bereiche der Ziel-DNA 
und resultierende Hintergrundsignale wurden durch competitive in situ suppression (CISS) 
unterdrückt (Sadder et al. 2000). Als konkurrierende DNA wurde die c0t-100-Fraktion geno-
mischer DNA im Überschuss eingesetzt. Die Herstellung von c0t-100-DNA erfolgte nach 
Zwick et al. (1997). 
Genomische DNA wurde auf eine Konzentration von 0,5 µg/µl eingestellt und im Ultra-
schallbad (3 min, 80 °C) oder mit Hilfe des HydroShear in einen Größenbereich von etwa 
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500-1000 bp fragmentiert. Es wurde 5 M NaCl zu einer Endkonzentration von 0,3 M zugege-
ben und der Ansatz 5 min bei 99 °C denaturiert. Da sich homologe Sequenzen hoher Kopien-
zahl schneller finden als jene, die in geringer Kopienzahl vorliegen, definiert der Zeitraum der 
Renaturierung die Anzahl der gebildeten Doppelstränge und somit den Gehalt hoch- und 
geringrepetitiver Sequenzen der c0t-DNA. Für c0t-100-DNA ist der c0t-Wert gleich 100: 
l
s · mol1000 =tc . 
Demnach berechnet sich die Dauer t aus der Ausgangskonzentration c0 der Nukleotide [mol/l] 
entsprechend der Formel: 
l
s · mol100
0
⋅=
c
t . 
Für eine Ausgangskonzentration von 500 ng/µl ergibt sich für t ein Wert von 67800 s. Die 
DNA-Einzelstränge wurden demzufolge für 18 h 50 min bei 65 °C renaturiert. Verbliebene 
Einzelstränge wurden durch Zugabe von 1 U S1-Nuclease je Mikrogramm DNA sowie der 
entsprechenden Menge 10x S1-Nucleasepuffer und Wasser abgebaut. Der Ansatz wurde 
8 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100x Nuclease-Stop-
Lösung (3 M Tris/ 0,5 M EDTA, pH 8; Ostermeier et al. 1999) zu einer einfachen Endkon-
zentration und Inkubation für 20 min bei 70 °C abgestoppt. Der Ansatz wurde auf Eis gestellt 
und 2,4 Volumen eiskalter Ethanol sowie 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat zugefügt und die 
DNA über Nacht bei -20 °C präzipitiert. Die gefällte c0t-100-DNA wurde 20 min bei 4 °C und 
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert, das Pellet zweimal mit 70 %igem kalten Ethanol 
gewaschen (2 min, maximale Geschwindigkeit, 4 °C) luftgetrocknet und in einem angemes-
senen Volumen zurückgelöst. Die Endkonzentration sollte etwa 1 µg/µl betragen.  
2.2.9.6 Markierung der Sonden  
Um DNA-Sequenzen detektieren zu können, wurden FISH-Sonden mit modifizierten Deso-
xyuridin-Triphosphaten (dUTPs) markiert. Die dUTPs waren dabei mit Fluorochromen (di-
rekte Markierung) oder mit Biotin oder Digoxigenin (indirekte Markierung) gekoppelt 
(Tab. 2.5). Indirekt markierte Sonden wurden durch fluorochromgekoppelte Antikörper detek-
tiert. Der Einbau der modifizierten Nukleotide erfolgte durch PCR oder bei Sonden größer als 
5 kb durch Nick-Translation. 
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Markierung durch PCR 
Durch PCR amplifizierbare klonierte DNA-Sequenzen wurden in einer Standard-PCR 
(2.2.5.1) mit M13-Primern, das Plasmid pLT11 mit Telomerprimern markiert. Die eingesetz-
ten modifizierten dUTPs konkurrieren dabei mit den unmarkierten dTTPs um den Einbau in 
die neu synthetisierten Stränge. Die Markierung der DNA-Sonden wurde durch Agarosegele-
lektrophorese überprüft. Markierte DNA weist ein höheres Molekulargewicht auf und wandert 
daher verglichen zum nicht markierten PCR-Produkt langsamer durch die Gelmatrix im elekt-
rischen Feld. Die markierte DNA-Sonde wurde von nicht inkorporierten Nukleotiden durch 
Ethanol-Fällung getrennt. Grundsätzlich war eine PCR-Markierung mit allen in Tab. 2.5 
aufgeführten modifizierten Nukleotiden möglich, jedoch wurde bei Verwendung von DY-
590-dUTPs oft kein Produkt gebildet. Ist eine Markierung mit DY-590-dUTPs nötig, emp-
fiehlt sich die Methode der Nick-Translation. 
PCR-Ansatz zur Markierung von FISH-Sonden 
dNTPs (2 mM) 2,5 µl
5x Go-Taq-Puffer 5 µl
M13 for (10 pmol/µl) 1 µl
M13 rev (10 pmol/µl) 1 µl
markierte dUTPs (1 mM) 0,9 µl
Taq-Polymerase (5 U/µl) 0,1 µl
Plasmid-DNA (~5 ng) x µl
H2O auf 25 µl
 
Markierung durch Nick-Translation 
Sonden, die größer als 5 kb sind, wie pZR18S und BAC-Klone, wurden durch Nick-
Translation (Rigby et al. 1977) markiert. Durch DNase I werden zufällig verteilte Einzel-
strangbrüche in die DNA-Vorlage eingefügt. Der Strangbruch wird in 3’→5’-Richtung ver-
schoben, indem eine DNA-Polymerase I zum Gegenstrang komplementäre DNA an das ent-
standene freie 3’-OH-Ende synthetisiert (Kelly et al. 1970) und gleichzeitig Nukleotide in 
Syntheserichtung entfernt. In die neu synthetisierte DNA werden dabei nach dem Zufallsprin-
zip markierte oder nicht markierte dNTPs eingebaut. 
Die Markierung der Sonden mit Biotin und Digoxigenin erfolgte mit Hilfe des Biotin-Nick-
Translation-Kits (Roche) beziehungsweise des Digoxigenin-Nick-Translation-Kits (Roche) 
nach Herstellerangaben. Je 1 µg DNA wurden auf ein Gesamtvolumen von 16 µl gebracht 
und 4 µl des entsprechenden Enzymmix zugegeben. Für den Einbau anderer modifizierter 
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dUTPs wurde das Nick-Translation-Kit (NT-Mix) von Roche verwendet (Reaktionsansatz 
siehe unten). Die Reaktionsansätze wurden 1,5 h bei 15 °C inkubiert und anschließend gefällt.  
Reaktionsansatz zur Markierung der FISH-Sonden durch Nick-Translation (NT-Mix) 
Plasmid-DNA (~1 µg) x µl
dNTPs (2 mM) 1 µl
markierte dUTPs (1 mM) 1 µl
NT-Mix 4 µl
H2O auf 20 µl
 
Fällung markierter DNA-Sonden 
Markierte FISH-Sonden wurden durch Zugabe von 0,1 Volumen 4 M Lithiumchlorid und 
3 Volumen eiskaltem Ethanol für mindestens 30 min bei -80 °C oder über Nacht bei -20 °C 
präzipitiert. Die DNA wurde für 20 min bei 14000x g und 4 °C pelletiert und der Überstand 
verworfen. Das Pellet wurde bei Raumtemperatur getrocknet und anschließend in einem 
angemessenen Volumen Wasser zurückgelöst zu einer einfachen bis sechsfachen Konzentra-
tion bezogen auf das Ausgangsvolumen vor der Fällung.  
2.2.9.7 Vorbehandlung der Chromosomenpräparate  
Damit die mitotischen und meiotischen Chromosomen für die Sonden-DNA zugängig sind 
und wenig Hintergrund zeigen, sollten sie möglichst frei von Zytoplasma und RNA sein. Die 
Präparate wurden deshalb vor der Hybridisierung mit RNase und Pepsin behandelt, um ver-
bliebene RNA und Zytoplasmareste zu entfernen. Im Anschluss wurden sie zur Stabilisierung 
der Struktur in Paraformaldehyd (PFA) fixiert und nachfolgend dehydriert. 
Abbau von RNA 
Je Objektträger wurden 200 µl RNase-Lösung (0,1 µg/µl in 2x SSC) aufgetragen, mit einem 
Plastikstreifen abgedeckt und die Präparate 30 min bei 37 °C in einer feuchten Kammer inku-
biert. Anschließend wurde die Folie in 2x SSC entfernt und die Präparate dreimal je 5 min in 
2x SSC gewaschen. 
Pepsinbehandlung 
Die Objektträger wurden zunächst 1 min in 0,01 M Salzsäure äquilibriert, anschließend wur-
den jeweils 200 µl Pepsinlösung (0,01 µg/µl in 0,01 M Salzsäure) aufgetragen und mit einem 
Plastikstreifen abgedeckt. Nach 15 min Inkubation bei 37 °C (Omnislide) wurden die Plastik-
streifen in 2x SSC entfernt und die Präparate dreimal je 5 min in 2x SSC gewaschen. 
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Fixierung 
Die Präparate wurden 10 min in frischem 4 %igen PFA bei Raumtemperatur fixiert und an-
schließend dreimal 10 min in 2x SSC gewaschen. 
Dehydrierung 
Die Objektträger wurden für jeweils 3 min in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70 %, 90 %, 
>99,9 %) entwässert, bei Raumtemperatur getrocknet und im Anschluss in FISH-
Experimenten eingesetzt.  
2.2.9.8 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) 
Durch gleichzeitige Denaturierung von Ziel-DNA und DNA-Sonde, schrittweises Abkühlen 
auf 37 °C und Hybridisierung über Nacht lagert sich die Sonden-DNA abhängig von der 
Stringenz an komplementäre Zielbereiche an. Unspezifische Bereiche wurden durch Zugabe 
von nicht markierter Lachssperma-DNA (2 µg/µl; blocking-DNA) gebunden. Zur Reduktion 
der Kreuzhybridisierung von BAC-Sonden wurde c0t-100-DNA (~1 µg/µl; 2.2.9.5) verwen-
det. Pro Präparat und Sonde wurden zwischen 25 ng und 350 ng markierte DNA beziehungs-
weise zwischen 150 ng bis 350 ng markierte BAC-DNA eingesetzt. 
Neben der Schmelztemperatur der Sonde und der Hybridisierungstemperatur bestimmen 
Formamid- und Salzgehalt der Hybridisierungslösung maßgeblich die Stringenz. Um das 
Probenvolumen zu erhöhen ohne die lokale Konzentration der übrigen Substanzen zu verän-
dern, wurde dem Hybridisierungsansatz Dextransulfat (vorgewärmt auf 70 °C) zugesetzt. 
Hybridisierungslösung einer Standard-FISH 
Formamid  15 µl
20x SSC 3 µl
Dextransulfat (50 %ig) 6 µl
blocking-DNA (1-2 µg/µl) 2 µl
SDS (10 %ig) 0,5 µl
markierte Sonde(n) x µl
H2O auf 30 µl
 
Der Hybridisierungsansatz wurde gut gemischt, bei 70 °C für 10 min denaturiert und auf Eis 
abgekühlt. Die Lösung wurde auf das Präparat mit der Ziel-DNA aufgebracht und mit einem 
Plastikstreifen vorsichtig abgedeckt, so dass die Hybridisierungslösung über den gesamten 
Zielbereich des Objektträgers verteilt war. Die Präparate wurden auf einem Thermocycler 
(Omnislide, Touchdown-in-situ-System) 8 min bei 70 °C denaturiert und schrittweise (5 min 
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55 °C, 2 min 50 °C, 3 min 45 °C; Halten 37 °C) auf 37 °C abgekühlt. Die Hybridisierung 
erfolgte über Nacht bei 37 °C in einer feuchten Kammer. Die Hybridisierungsbedingungen 
entsprachen einer Stringenz von 77 % (Schwarzacher und Heslop-Harrison 2000).  
2.2.9.9 Signaldetektion und Antikörperreaktion 
Stringentes Waschen 
An die Hybridisierung schlossen sich Waschschritte an, um nicht gebundene und nicht strin-
gent gebundene Sonden-DNA von den Präparaten zu entfernen. Da häufig BAC-DNA hybri-
disiert wurde, wurde standardmäßig mit einer hohen Stringenz von 85 % gewaschen, um die 
durch Kreuzhybridisierung verursachten Hintergrundsignale zu reduzieren. 
Die Präparate wurden zweimal 5 min bei 42 °C in 20 % Formamid/ 0,1 x SSC gewaschen. Es 
folgten zwei Waschschritte in 2x SSC bei 42 °C und ein Waschschritt in 2x SSC bei 37 °C zu 
jeweils 5 min. Mit Biotin oder Digoxigenin markierte Sonden wurden durch eine nachfolgen-
de Reaktion mit fluorochrommarkiertem Streptavidin beziehungsweise Antidigoxigenin 
detektiert. Bei Präparaten, die ausschließlich mit direkt markierten Sonden hybridisiert wur-
den, entfiel dieser Schritt. 
Antikörperreaktion 
Die Objektträger wurden 5 min in 4x SSC/ 0,2 % Tween bei 37 °C äquilibriert. Es wurden 
jeweils 200 µl Blocking solution (Roche) auf das Präparat gegeben und mit einem Plastikstrei-
fen abgedeckt. Die Objektträger wurden in einer feuchten Kammer 30 min bei 37 °C inku-
biert. Anschließend wurde der Plastikstreifen entfernt und der überschüssige Anteil Blocking 
solution abgetropft. Dann wurden 100 µl der Detektionslösunglösung (fluorochromgekoppel-
tes Streptavidin: 1:200, fluorochromgekoppeltes Antidigoxigenin: 1:75 in Blocking solution) 
aufgetragen, mit demselben Plastikstreifen abgedeckt und die Präparate 1 h bei 37 °C in einer 
feuchten Kammer inkubiert. Die Plastikstreifen wurden in 4x SSC/ 0,2 % Tween entfernt und 
die Präparate dreimal je 10 min bei 37 °C in 4x SSC/ 0,2 % Tween gewaschen.  
Gegenfärbung und Eindecken der Präparate 
Überschüssige Waschlösung wurde kurz abgetropft, dann wurden 20 µl DAPI-
Eindeckmedium (0,2 %DAPI in Citifluor AF1, v/v) und anschließend ein Deckgläschen 
(24 x 50 mm) aufgebracht. Luftblasen und überschüssige Flüssigkeit wurden mit Hilfe eines 
aufgelegten Filterpapiers und unter leichtem Druck durch ein Falcon-Röhrchen vorsichtig 
entfernt. Die Präparate wurden bis zur mikroskopischen Auswertung bei 8 °C gelagert. 
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2.2.9.10 Rehybridisierung von Chromsosomenpräparaten 
Damit Chromosomenpräparate nach erfolgter Hybridisierung mit weiteren Sonden rehybridi-
siert werden konnten, wurden die vorhergehenden Sonden entfernt. Zur Verflüssigung des 
Eindeckmediums wurden die Objektträger auf dem Omnislide auf 50 °C erwärmt. Die Deck-
gläschen wurden mit Hilfe eines Skalpells abgehebelt und die Präparate nachfolgend zweimal 
10 min in 2x SSC gewaschen. Die Sonden wurden durch dreiminütiges Waschen der Präpara-
te in 72 °C warmem 70 %igen Formamid (in 2x SSC) und anschließendes zweiminütiges 
Waschen in eiskaltem 70 %igen Ethanol entfernt. Es folgten je dreiminütige Dehydrierungs-
schritte in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70 %ig, 90 %ig, >99,9 %). Die Präparate wurden 
getrocknet, erneut fixiert (2.2.9.7 ab Fixierung) und in einer neuen Hybridisierung eingesetzt. 
2.2.9.11 Fluoreszenzmikroskopie und Bildbearbeitung 
Fluorochrome sind Moleküle, die mit einer bestimmten Wellenlänge angeregt werden und 
Energie in Form von längerwelligem Licht abgeben. Die Wellenlängen der Anregungsmaxi-
ma und Emissionsmaxima der verwendeten Fluorochrome sind in Tab. 2.10 dargestellt. Durch 
die spezifische Beschichtung der Filterbestandteile (Anregungsfilter, Strahlenteiler, Emissi-
onsfilter) können Lichtspektren einen Filter selektiv passieren oder werden von ihm reflek-
tiert. Durch eine geeignete Kombination von Fluorochromen und Filtern sind mehrere unter-
schiedlich markierte Sonden in einem Experiment detektierbar. 
Die FISH-Präparate wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axioplan 2, versehen mit 
einer Quecksilberdampflampe als Quelle für kurzwelliges, energiereiches Licht, betrachtet 
und ausgewertet. In Tab. 2.11 sind die Filterausstattung des Mikroskops sowie die Wellenbe-
reiche für Anregung, Strahlenteiler und Emission der Filtersysteme aufgeführt.  
Tab. 2.10: Absorptions- und Emissionsmaxima der verwendeten Fluorochrome 
Fluorochrom Absorptionsmaximum Emissionsmaximum Farbe  (Emissionsmaximum) 
Cy3 550 nm 570 nm gelb 
Cy5 650 nm 670 nm dunkelrot  
DAPI 358 nm 461 nm blau 
DY-415 418 nm 467 nm blau 
DY-495 493 nm 521 nm grün 
DY-547 557 nm 574 nm gelb 
DY-590 580 nm 599 nm orange-rot 
DY-647 653 nm 672 nm dunkelrot  
FITC 492 nm  520 nm grün 
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Tab. 2.11: Filtersätze und ihre Eigenschaften 
Filtername Anregungsfilter Strahlenteiler Emissionsfilter wahrnehmbare Farbe 
F36-710 (AHF) 438/24 nm 458 nm 483/32 nm blau-grün 
F36-720 (AHF) 494/20 nm 506 nm 527/20 nm grün 
F36-730 (AHF) 534/20 nm 552 nm 572/28 nm gelb 
F36-750 (AHF) 586/20 nm 605 nm 628/32 nm rot 
F36-760 (AHF) 628/40 nm 660 nm 692/40 nm dunkelrot 
Filtersatz 15 (Zeiss) BP 546/12  FT 580 LP 590 orange-rot (Langpassfilter) 
Filtersatz 02 (Zeiss)  G 365  FT 395 LP 420 blau und Farben längerer 
Wellenlänge (Langpassfilter) 
 
Die Aufnahmen der einzelnen Filter erfolgten mit der Software Applied Spectral Imaging 
(ASI) 3.3 und der daran gekoppelten CCD-Kamera BV300-20A in Grauwerten. Die Pseudo-
colorierung, Helligkeit- und Kontrastoptimierung sowie die Übereinanderlagerung der einzel-
nen Kanäle erfolgte ebenfalls mit der ASI-Software. Die nachfolgende Bildbearbeitung wurde 
mit Photoshop 7.0 durchgeführt. Dabei wurden nur Funktionen eingesetzt, die das gesamte 
Bild gleichermaßen beeinflussten. 
2.2.9.12 Messung von Chromosomenlängen 
Die einzelnen Metaphasechromosomen wurden mit dem „distance tool“ der ASI-Software 
vermessen, um so ihre absoluten Längen (La) in µm zu ermitteln. Aus der Summe aller abso-
luten Längen einer Metaphase wurde ihre Gesamtlänge (Lg) bestimmt: 
∑
=
=
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iLaLg    i …Zählvariable; entspricht je einem Chromosom in einer Metaphase. 
Aus diesen Werten wurde der prozentuale Anteil (relative Länge, Lr) eines Chromosoms an 
der Gesamtlänge einer Metaphase ermittelt: 
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Für jedes der Chromosomen 1-9 wurde der ungefähre DNA-Gehalt (physikalische Länge, Lp) 
in Mb ermittelt. Die Berechnung von Lp basierte auf dem Mittelwert der relativen Größen 
eines Chromosoms von sechs vermessenen Metaphasen ( Lr ) und der für B. vulgaris zugrun-
de gelegten Genomgröße von 758 Mb (Arumuganathan und Earle 1991).  
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Lr  verhält sich zu 100 % wie Lp zu 758 Mb: 
%100Mb758
iLrLp = . 
Die Gleichung wurde nach Lp umgestellt und so die physikalische Größe berechnet: 
%100
Mb758⋅
= i
LrLp . 
2.2.10 DNA-Sequenzierung 
Amplifizierte Markerbereiche, die als Sonden zur Koloniefilterhybridisierung eingesetzt 
wurden, wurden durch Sequenzierung der PCR-Produkte oder alternativ der klonierten Mar-
kersequenz überprüft. Es wurden 5 µl-Ansätze mit 10 ng je 1000 bp PCR-Produkt und 
0,5 pmol des Vorwärts- oder Reversprimers vorbereitet. Für die Sequenzierung von Plasmi-
den (klonierte Markersequenzen; Subklone) wurden 50-100 ng je 1000 bp DNA eingesetzt. 
Die Sequenzierung der DNA-Proben erfolgte durch die Sequenziereinrichtung des Max-
Planck-Instituts für molekulare Zellbiologie und Genetik Dresden (MPI-CBG). Die Vorberei-
tung der DNA erfolgte gemäß den Hinweisen des MPI-CBG. Der Vektorprimer zur Plasmid-
sequenzierung (M13 for oder M13 rev) wurde am MPI-CBG zugegeben.  
2.2.11 Sequenzanalysen 
Die verwendeten Datenbanken sind in Tab. 2.8, die zur Sequenzanalyse genutzten Programme 
in Tab. 2.9 aufgeführt (2.1.8). Contigs wurden in Geneious durch Assemblierung der Einzel-
sequenzen (low sensitivity) erstellt. Die Positionierung von Einzelsequenzen innerhalb eines 
Genomabschnittes (Scaffolds) erfolgte durch ihre Assemblierung gegen die Sequenz des 
Scaffolds als Referenz (highest sensitivity). Die ausgewählte Methode (method - sensitivity) 
war mit voreingestellten Parametern (Tab. 2.12) verknüpft. 
2.2.11.1 Homologiesuche in Datenbanken  
Homologe Sequenzen einer Suchsequenz (query) wurden durch BLAST (Basic Local A-
lignment Search Tool; Altschul et al. 1990) in lokalen Datenbanken identifiziert. Diese Opti-
on ist in den Programmen Bioedit und Geneious verfügbar. Klonierte Markersequenzen wur-
den durch BLAST gegen die lokale Markerdatenbank (BLASTn, Grundeinstellungen, Expec-
tation Value: 1) verifiziert. In der Genomsequenz enthaltene, zur einer query homologe Se-
quenzen und die zugehörigen Scaffolds wurden in Geneious entweder durch Assemblierung 
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der RefBeet 1.0 gegen die Suchsequenz als Referenz identifiziert (low bis medium sensitivity) 
oder durch BLAST der Suchsequenz gegen die RefBeet 1.0 (Discontiguous Megablast, 
Grundeinstellungen, Expectation Value: 100). Um homologe Sequenzen in der RefBeet 0.2-
unassembl. zu identifizieren, wurde sie in Geneious gegen die Suchsequenz als Referenz 
assembliert (highest sensitivity).  
Tab. 2.12: Einstellungen für die Assemblierung mit Geneious 
Zugehörige Einstellungen  Methode - 
Sensitivität Fine 
tuning 
Max. 
(gaps) 
per read 
Max. 
gap 
size 
Word 
length 
Index 
word 
length 
Ignore words 
repeated 
more than … 
Reanalyze 
threshold 
Max. mis-
matches 
per read 
Max.  
ambi-
guity 
low none 10 % 3 24 14 1 time  - 10 % 4 
low - ohne 
Referenz 
 - 10 % 1 24 14 100 times 16 10 % 4 
medium none 15 % 50 14 12 10 times  - 15 % 4 
high none 20 % 100 12 11 100 times  -  20 % 16 
highest maximum 20 % 500 10 10  -  - 40 % 16 
Für jede Methode waren unter „more options“/ „advanced“die Fenster „allow gaps“ und „use paired read 
distances to improve assembly“, für die Sensitivitäten high und highest zudem das Fenster „search more thor-
oughly for poor matching reads“ aktiviert. Max. = maximum 
 
2.2.11.2 Sequenzauswertung  
Sequenzvergleiche (Alignments) wurden mit dem unter http://www.genome.jp/tools/clustalw/ 
verfügbaren ClustalW-Algorithmus oder mit Geneious auf Basis des MUSCLE- oder 
MAFFT-Algorithmus (Grundeinstellungen) erstellt.  
In Scaffolds enthaltene repetitive beziehungsweise Markersequenzen wurden durch BLAST 
oder die in Geneious verfügbare Motivsuche identifiziert. Die Annotation und grafische Dar-
stellung von Scaffolds erfolgte mit Geneious auf Basis dieser Ergebnisse.  
2.2.11.3 Divergenzanalysen 
Sequenzvergleiche repetitiver DNA wurden in Geneious in Form wurzelloser Dendrogramme 
dargestellt, um mögliche Varianten zu identifizieren. Die PhyML-Dendrogramme nach dem 
Substitutionsmodell HKY85 basierten auf einem MUSCLE-Alignment. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Identifizierung von B.-vulgaris-Chromosomen durch BAC-FISH 
Klassische Karyotypisierungsmethoden scheiterten in B. vulgaris an kaum vorhandenen 
Größenunterschieden und fehlenden Bänderungscharakteristika der meist metazentrischen 
Metaphasechromosomen. Zudem besteht keine Verknüpfung zwischen ihnen und den geneti-
schen Kopplungsgruppen. Im Rahmen dieser Arbeit sollten mit terminalen genetischen Mar-
kern BACs aus einer Genombibliothek selektiert werden, die geeignete FISH-Sonden für den 
Nachweis von Einzelkopiebereichen auf Metaphasepräparaten darstellen. Ziel war die Ent-
wicklung eines Sets aus 18 BACs, das die eindeutige Identifizierung aller B.-vulgaris-
Chromosomenarme ermöglicht und sie den Enden der Kopplungsruppen zuordnet.  
3.1.1 Selektion von Kandidaten-BACs für chromosomenarmspezifische Marker 
Grundlage für die Selektion armspezifischer BACs waren von der Saatgutfirma KWS Saat 
AG zur Verfügung gestellte Daten zu 38 terminalen Markern der Kopplungsgruppen (LG) 
sowie die von Hohmann et al. (2003) erstellte B.-vulgaris-Genombibliothek. In Abb. 3.1 sind 
die genetischen Marker und ihre Lage in der entsprechenden Kopplungsgruppe schematisch 
dargestellt. Für jede terminale Position (Nord, N beziehungsweise Süd, S) wurden zwei Mar-
ker verwendet, um die BAC-Bank nach Kandidatenklonen zu durchsuchen. 
Aufgrund fehlerhaft kartierter Marker (siehe 3.1.2) wurden für LG 9N zwei zusätzliche und 
damit insgesamt vier genetische Marker genutzt. 
 
Abb. 3.1: Terminale genetische Marker und ihre Positionen in den Kopplungsgruppen 
Eine Kopplungsgruppe (LG) mit einer genetischen Länge von 100 cM ist exemplarisch dargestellt. Die termina-
len genetischen Marker liegen jeweils am Anfang (Norden, 0 cM) und Ende (Süden, hier bei 100 cM) der LG. 
Die für die LG 1-9 verwendeten Marker und ihre Position am Nord- oder Südende sind angegeben. Die Reihen-
folge der alternativen Marker für ein Kopplungsgruppenende ist nicht mit der Reihenfolge in der genetischen 
Karte gleichzusetzen.  
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Mit Hilfe der Sequenzdaten und Primersequenzen der Saatgutfirma KWS Saat AG (2.1.3, 
Tab. 2.6) wurden Markersonden hergestellt. Zunächst wurden alle Sequenzen der genetischen 
Marker durch PCR mit markerspezifischen Primern und genomischer B. vulgaris-DNA als 
Template amplifiziert. Die PCR-Produkte (Tab. 3.1) wurden in Plasmide kloniert. Diese 
Plasmide werden nachfolgend mit einem p, gefolgt vom Markernamen, bezeichnet. Um si-
cherzustellen, dass der korrekte DNA-Bereich vervielfältigt wurde, wurden die Sequenzen der 
PCR-Produkte beziehungsweise der Plasmidinsertionen ermittelt und mit den Sequenzdaten 
der genetischen Marker verglichen. Die verifizierten klonierten Markersequenzen wurden 
nachfolgend durch PCR mit markerspezifischen Primern vervielfältigt und die erhaltenen 
Amplifikate als Markersonden verwendet.  
Die Markersonden wurden in fünf Sondenpools (I-V) kombiniert (Tab. 3.1) und radioaktiv 
markiert. In den Sondenpools I-IV war in allen Kombinationen jede Kopplungsgruppe durch 
genau eine Markersonde vertreten, mit Ausnahme von LG 4 im Sondenpool II. Da bei der 
Sequenzierung des PCR-Produktes für den Marker 4_4326 von beiden Enden je zwei Sequen-
zen detektiert wurden, wurde er nicht als Hybridisierungssonde verwendet. Die Position 
(LG 4N) ist jedoch durch den alternativen Marker 4_4363 abgedeckt.  
Der Sondenpool V bestand aus den zwei zusätzlich zur Verfügung gestellten Markersequen-
zen für LG 9N.  
Von der BAC-Bank wurden hochdichte Koloniefilter (high density filter, HDF) angefertigt 
und mit den Sondenpools hybridisiert. Durch die simultane Hybridisierung verschiedener 
Markersonden wurden BACs für bis zu neun Marker in einem einzelnen Experiment ermittelt. 
Die BACs wurden anschließend durch PCR mit markerspezifischen Primern dem Marker 
zugeordnet. Um die Anzahl der notwendigen PCRs zu reduzieren, wurden je Reaktion drei 
Primerpaare kombiniert (Multiplex-PCR), die zum selben Sondenpool gehörten und deren 
Produktgrößen sich deutlich voneinander unterschieden (Tab. 3.1).  
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Tab. 3.1: Zusammensetzung der Sonden- und Primerpools und Größen der gebildeten PCR-Produkte 
Markersonde 
 
LG Position 
in LG 
Primerpaar  
(jeweils forward- und 
reverse-Primer) 
Produktgröße 
(Näherungswert) 
Primerpool 
Sondenpool I      
1_2937 1 N 1_2937 1500 bp I-1N, 2S, 4N 
2_3192 2 S 2_3192 1000 bp I-1N, 2S, 4N 
3_5120 3 S 3_5120 400 bp I-3S, 6N, 8N 
4_4363 4 N 4_4363 500 bp I-1N, 2S, 4N 
5_4890 5 N 5_4890 900 bp I-5N, 7N, 9N 
6_2731 6 N 6_2731 700 bp I-3S, 6N, 8N 
7_4359 7 N 7_4359 600 bp I-5N, 7N, 9N 
8_2054 8 N 8_2054 1200 bp I-3S, 6N, 8N 
9_3838 9 N 9_3838 1200 bp I-5N, 7N, 9N 
Sondenpool II      
1_3793 1 N 1_3793 300 bp II-1N, 2S, 6N 
2_4958 2 S 2_4958 520 bp II-1N, 2S, 6N 
3_2641 3 S 3_2641 600 bp II-3S, 4N, 9N 
-* 4 N 4_4326 1300 bp II-3S, 4N, 9N 
5_4394 5 N 5_4394 500 bp II-5N, 7N, 8N 
6_4895 6 N 6_4895 1000 bp II-1N, 2S, 6N 
7_4047 7 N 7_4047 1250 bp II-5N, 7N, 8N 
8_2221 8 N 8_2221 300 bp II-5N, 7N, 8N 
9_3194 9 N 9_3194 450 bp II-3S, 4N, 9N 
Sondenpool III      
1_2309 1 S 1_2309 1700 bp III-1S, 3N, 5S 
2_2759 2 N 2_2759 1500 bp III-2N, 4S, 6S 
3_4995 3 N 3_4995 850 bp III-1S, 3N, 5S 
4_5057 4 S 4_5057 750 bp III-2N, 4S, 6S 
5_4060 5 S 5_4060 500 bp III-1S, 3N, 5S 
6_3944 6 S 6_3944 250 bp III-2N, 4S, 6S 
7_4448 7 S 7_4448 600 bp III-7S, 8S, 9S 
8_3801 8 S 8_3801 900 bp III-7S, 8S, 9S 
9_3315 9 S 9_3315 1500 bp III-7S, 8S, 9S 
Sondenpool IV      
1_3888 1 S 1_3888 1000 bp IV-1S, 2N, 7S 
2_4860 2 N 2_4860 450 bp IV-1S, 2N, 7S 
3_4507 3 N 3_4507 1200 bp IV-3N, 5S, 6S 
4_2892 4 S 4_2892 650 bp IV-4S, 8S, 9S  
5_3442 5 S 5_3442 400 bp IV-3N, 5S, 6S 
6_4682 6 S 6_4682 750 bp IV-3N, 5S, 6S 
7_4823 7 S sp7_4823 120 bp IV-1S, 2N, 7S 
8_6143 8 S 8_6143 1000 bp IV-4S, 8S, 9S 
9_5039 9 S 9_5039 1500 bp IV-4S, 8S, 9S 
Sondenpool V      
9_1092 9 N 9_1092 200 bp - 
9_4595 9 N 9_4595 200 bp - 
Der Name des Primerpools leitet sich vom zugehörigen Sondenpool (I-IV) und den jeweiligen Kopplungsgrup-
pen (LG) 1-9 sowie der Position (N oder S) der amplifizierten Markerbereiche in der LG her. Primerpaare des 
Sondenpools V wurden nicht als Multiplex-PCR-Ansatz kombiniert.  
*4_4326 wurde nicht als Markersonde im Hybridisierungspool verwendet, das zugehörige Primerpaar ist jedoch 
im Primerpool für die Multiplex-PCR enthalten. 
 
In Abb. 3.2 ist der methodische Ablauf zur Selektion von BACs, die terminale genetische 
Marker enthalten, dargestellt.  
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Pool I-positive BACs Pool II-positive BACs Pool III-positive BACs Pool IV-positive BACs
Bestempeln von HDFs mit 55296 BACs 
HDF-Screening durch Hybridisierung mit den Sondenpools I-IV 
Multiplex-PCR mit Primerpools für Kopplungsgruppen 1-9 
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BAC-Bank 
Abb. 3.2: Fließschema zum Screening der BAC-Bank nach BACs mit terminalen genetischen Markern 
Es wurden 144 Platten á 384 BACs (gesamt 55296 BACs) auf hochdichte Filter (HDF) gestempelt. Die BACs, 
die ein detektierbares Signal für einen Sondenpool zeigten und in der anschließenden Multiplex-PCR mit den 
jeweiligen Primerkombinationen einem der terminalen Marker zugeordnet werden konnten, wurden selektiert. 
Jedes der unteren 12 grau unterlegten Kästchen entspricht einer verwendeten Primerkombination; die römischen 
Ziffern bezeichnen den Hybridisierungspool und die arabischen Ziffern geben die Kopplungsgruppe innerhalb 
dieses Pools an, aus welcher der Marker stammt. Die Position des terminalen Markers am Nordende (N) oder 
Südende (S) der Kopplungsgruppe ist ebenfalls angegeben. Der Sondenpool V ist im Schema nicht dargstellt.  
 
Abb. 3.3 zeigt beispielhaft einen mit dem Sondenpool IV hybridisierten HDF. Positive BACs 
sind an Doppelsignalen erkennbar. Durch den Hybridisierungsort und das Muster der Doppel-
signale wurden die Positionen der BACs in der Genombank ermittelt. Die identifizierten 
BACs sind dadurch einem Hybridisierungspool, aber noch keinem Marker zugeordnet. 
 
Abb. 3.3: Identifizierung von Kandidaten-BACs durch HDF-Hybridisierung 
Der dargestellte HDF wurde mit den Platten 1-72 der BAC-Bank bestempelt und mit dem Sondenpool IV hybri-
disiert. Die detektierten Doppelsignale (ein Beispiel ist rot eingekreist) wurden den entsprechenden BAC-
Koordinaten zugeordnet. Positive BACs wurden anschließend durch Multiplex-PCR selektiert. 
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Die BACs wurden durch Multiplex-PCR den Kopplungsgruppenenden zugeordnet.  
Die Multiplex-PCR-Bedingungen wurden zunächst für alle Primerkombinationen mit den 
zugehörigen klonierten Markersequenzen als Template angepasst (Abb. 3.4). In allen Reakti-
onen, in denen einzelne Plasmide als Template eingesetzt wurden, wurde ein Produkt der 
erwarteten Größe amplifiziert. Wurden die Plasmide kombiniert oder genomische DNA als 
Template eingesetzt, wurden die jeweils größten Produkte häufig schwächer amplifiziert.  
 
Abb. 3.4: Etablierung der Multiplex-PCR für Sondenpool II 
Die Multiplex-PCR wurde mit den Primerkombinationen II-3S, 4N, 9N; II-5N, 7N, 8N und II-1N, 2S, 6N 
durchgeführt. Als Template dienten die zugehörigen klonierten Markersequenzen als Einzelplasmide (1-3; 5-7; 
9-11) oder als Plasmidkombination (4; 8; 12) sowie genomische DNA von B. vulgaris (Bv). Als Kontrolle 
wurden Reaktionsansätze ohne Template (-) mitgeführt. Bei Verwendung der Einzelplasmide amplifiziert jedes 
Primerpaar in den Primerpools das Produkt der erwarteten Größe. Somit können die Primer entsprechend kom-
biniert werden, auch wenn bei den Plasmidkombinationen und Bv die Produkte zum Teil schwächer oder gar 
nicht gebildet werden.  
 
Eine weitergehende Optimierung der Reaktionsbedingungen war jedoch nicht nötig, da die 
BACs einzeln in den Multiplex-PCR-Ansätzen eingesetzt werden sollten und in ihnen jeweils 
nur eine Markersequenz zu erwarten war. 
Die BACs wurden als Template in Reaktionen mit den Primerpools der in Frage kommenden 
genetischen Marker verwendet. Diese umfassen alle Marker des Sondenpools, durch welchen 
der BAC identifiziert wurde. Die im BAC enthaltene Markersequenz bestimmt die Größe des 
gebildeten PCR-Produktes. Abb. 3.5 zeigt beispielhaft eine Auswahl an BACs, die durch den 
Sondenpool II identifiziert und mit der Primerkombination II-5N, 7N, 8N den genetischen 
Markern 5_4394, 7_4047 sowie 8_2221 zugeordnet wurden.  
Der BAC 37O19 ergab ein PCR-Produkt von etwa 500 bp und enthält folglich den Marker 
5_4394 (Norden von LG 5). Im BAC 38D8 wurde der Marker 7_4047 (Norden von LG 7) 
nachgewiesen, erkennbar an der Produktgröße von etwa 1250 bp. Die BACs 34I14, 42L14, 
42P20 (sehr schwach) sowie 46E4 ergaben ein Produkt von 300 bp und enthalten demzufolge 
den Marker 8_2221 (Norden von LG 8).  
Dieselben BACs, positive und negative, wurden in PCRs mit den verbleibenden zwei Primer-
kombinationen aus Sondenpool II eingesetzt (nicht gezeigt). Dabei wurde im BAC 36O12 die 
Markersequenz 9_3194 (Norden von LG 9) nachgewiesen.  
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Abb. 3.5: Selektion von Kandidaten-BACs durch Multiplex-PCR 
Gezeigt ist das Ergebnis der Multiplex-PCR an einer Auswahl von BACs, die durch den Sondenpool II selektiert 
und mit der Primerkombination II-5N, 7N, 8N überprüft wurden. Die Bezeichnungen der BACs sind angegeben. 
Positive BACs sind fettgedruckt; die zugehörigen Marker lassen sich an der Produktgröße der im Vergleich 
mitgeführten Plasmide ableiten. 
 
Dieses Vorgehen wurde analog mit allen BACs, die durch die Sondenpools I bis IV identifi-
ziert wurden und den Primerpaaren der potentiell enthaltenen Marker durchgeführt. Die gene-
tischen Marker, die in den durch Sondenpool V identifizierten BACs enthalten sind, wurden 
durch Standard-PCR ermittelt.  
Insgesamt wurden 183 BACs durch (Multiplex-)PCR endständigen genetischen Markern und 
den entsprechenden Kopplungsgruppen zugeordnet (Tab. 3.2). Pro Marker wurden 0-17, pro 
Kopplungsgruppenende 1-23 BACs identifiziert. 
Tab. 3.2: Selektierte BACs mit terminalen genetischen Markern 
LG Marker Position 
in LG 
Selektierte BACs Anzahl 
BACs 
Sondenpool I 
1 1_2937 N 6G2*, 17B4*, 46G22*, 65L18*, 100F2*, 117B18* 6 
2 2_3192 S 9N7, 21A8, 33K7, 33N9 4 
3 3_5120 S 6G20, 11P2, 13C6, 42C11, 49O22, 50C4, 61I13, 96I11, 100F13 9 
4 4_4363 N 9M14, 20J5, 44C20, 45L24, 83G22, 97N2, 110F21, 116H4, 120J1, 
124P23 
10 
5 5_4890 N 4C10*, 95O6*, 110D18* 3 
6 6_2731 N 8G20, 29J19 2 
7 7_4359 N 2H19, 5F10, 17I21, 28N5, 32I7, 53E9, 66O6, 67C20, 87J7, 87L9, 
90F7, 130P18, 143G5, 144H23 
14 
8 8_2054 N - 0 
9 9_3838 N 6L7, 9M13, 13B22, 91N19, 134E21 5 
Sondenpool II 
1 1_3793 N 6G2*, 17B4*, 46G22*, 65L18*, 100F2*, 117B18* 6 
2 2_4958 S 71I24, 120L19, 130I15 3 
3 3_2641 S 33E12, 98F12, 144C4 3 
4 [4_4326]* N  -  0 
5 5_4394 N 4C10*, 25L20, 37O19, 49O22, 52M23, 76D8, 95O6*, 99F8, 11 
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LG Marker Position 
in LG 
Selektierte BACs Anzahl 
BACs 
110D18*, 118A4, 133P15 
6 6_4895 N 51K7 1 
7 7_4047 N 38D8 1 
8 8_2221 N 2I3, 12B12, 26O24, 32B11, 34C22, 34I4, 42L14, 42P20, 46E4, 
48B20, 57D21, 58N13, 86L17, 105I22, 128K21, 143C9, 143O2 
17 
9 9_3194 N 32E12, 34C14, 36O12, 89B5, 102M4, 104N10, 112A23, 115M10 8 
Sondenpool III 
1 1_2309 S 19H17, 32O16, 129O16, 144B10 4 
2 2_2759 N 78C22*, 110B19*, 111B20* 3 
3 3_4995 N 15L19, 65L12* 2 
4 4_5057 S 9F22, 36K14, 42G10, 55D12, 63A3, 95F8, 108K9, 119I13 8 
5 5_4060 S 4E21, 12N14*, 31P22*, 35F18, 36A13, 37C16, 37E21, 42C16*, 
50B9*, 57M4, 61I11, 64M8, 80I14, 102F23, 114M5, 127P1, 132G11 
17 
6 6_3944 S 12M22, 12P20, 32J22, 32K8, 38E8, 83C15, 86A12, 103L17, 128B9, 
132A24 
10 
7 7_4448 S 19H23 1 
8 8_3801 S 72D13, 116M19 2 
9 9_3315  S 92N14 1 
Sondenpool IV 
1 1_3888 S 8L2, 18K18, 29D21, 43D23, 43N9, 48E13, 70E11, 89H1, 93K8, 
103K15, 103P16, 133K21 
12 
2 2_4860 N 78C22*, 79C23, 110B19*, 111B20* 4 
3 3_4507 N 59F15, 65L12*, 94G9 3 
4 4_2892 S 12N16, 84H14, 111B18, 123G9, 123M23, 136H5, 6H17 7 
5 5_3442 S 12N14*, 31P22*, 41M18, 42C16*, 50B9*, 54O7, 56P8, 63J23, 
119B6, 123M20 
10 
6 6_4682 S 8J2, 21K8, 30O18, 54M10, 57B15, 107O11 6 
7 7_4823  S  -  0 
8 8_6143 S  -  0 
9 9_5039 S 40L19, 65F19, 66L5 3 
Sondenpool V 
9 9_1092  N  - 0 
9 9_4595 N 14A15, 34F7, 39N22, 66A10 4 
Angegeben ist die Sondenzusammensetzung der zur Selektion verwendeten Sondenpools I-V, die zugehörigen 
Kopplungsgruppen (LG) und die nördliche (N) oder südliche (S) Position des Markers innerhalb der LG.  
*BACs enthalten beide Marker des LG-Endes.  
**Die Markersonde war nicht im Sondenpool enthalten, aber das zugehörige Primerpaar wurde in der Multiplex-
PCR verwendet. 
 
Einige BACs wurden durch beide Markersonden eines Kopplungsgruppenendes identifiziert, 
was auf einen geringen physikalischen Abstand dieser Sequenzen schließen lässt. Für den 
Süden von LG 5 wurden sowohl identische, als auch für die einzelnen Marker spezifische 
BACs ermittelt. Man kann hier von einer Entfernung der Marker ausgehen, die maximal der 
Insertgröße der ermittelten BACs entspricht. Im Vergleich dazu wurden für den Norden von 
LG 1 alle durch den Marker 1_2937 selektierten BACs auch durch den Marker 1_3793 identi-
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fiziert. Die physikalische Distanz dieser beiden Markersequenzen ist offenbar geringer, als 
zwischen den Markern für das Südende von LG 5 (3.3.5). 
Für einige genetische Marker konnte kein BAC selektiert werden. Möglicherweise waren die 
Hybridisierungssignale dieser Sonden zu schwach, so dass die BACs nicht in die Überprüfung 
durch Multiplex-PCR einbezogen wurden. Ein Zusammenhang zwischen der Größe der ver-
wendeten Sonde und der Anzahl der selektierten BACs ist nicht feststellbar. Mit Hilfe der 
alternativen Marker wurde jedoch für jede Position mindestens ein BAC identifiziert.  
BACs, die durch Hybridisierung selektiert wurden, aber durch Multiplex-PCR nicht bestätigt 
werden konnten, wurden verworfen. Möglicherweise war die Markersequenz nur unvollstän-
dig enthalten und es fehlten die Primerbindungsstellen. Außerdem ist denkbar, dass die 
Markersonden repetitive DNA-Bereiche enthalten (3.1.2), die zu Hintergrundsignalen auf den 
HDFs geführt haben. Auf Basis solcher Hintergrundsignale identifizierte BACs wurden durch 
die PCR aussortiert. Repetitive DNA kann zudem die Lokalisierung der BACs durch FISH 
behindern. Darum wurde nachfolgend die Auswirkung repetitiver DNA in den Markersonden 
beziehungsweise in den BACs auf das FISH-Muster der BAC-Sonden untersucht. 
3.1.2 Testung der BACs als spezifische Sonden 
Ein Auswahlkriterium für chromosomenarmspezifische BACs war ein deutliches FISH-
Doppelsignal an jeweils einem Ende auf beiden Chromosomen eines homologen Paares. Ist in 
den selektierten BACs repetitive DNA vorhanden, kann sie in FISH-Experimenten nicht nur 
den Targetbereich des BACs, sondern auch andere DNA-Bereiche detektieren (Kreuzhybridi-
sierung). Spezifische Sonden sollten möglichst wenig Kreuzhybridisierung zu anderen Chro-
mosomen und Chromosomenregionen zeigen. Ist der Zielbereich nicht als eindeutiges Dop-
pelsignal nachweisbar, ist ein BAC als armspezifische Sonde ungeeignet. 
Es wurde deshalb überprüft, inwiefern eventuell vorhandene repetitive DNA in den Marker-
sonden die Spezifität der selektierten BACs als FISH-Sonden beeinflusst (Abb. 3.6). Genomi-
sche DNA von B. vulgaris wurden mit EcoRI beziehungsweise HaeIII restringiert und mit 
zwei exemplarischen Markersonden hybridisiert, um somit deren repeat-Gehalt abzuschätzen. 
Die mit diesen Markersonden selektierten BACs wurden durch FISH auf Metaphasechromo-
somen von B. vulgaris hinsichtlich Kreuzhybridisierung überprüft. Es wurden ausschließlich 
indirekt markierte BACs als FISH-Sonden verwendet, da die Signale von direkt markierten 
BACs schnell ausbleichten oder nicht detektierbar waren. Die Ergebnisse der Southern-
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Hybridisierungen und der FISH wurden verglichen und die Auswirkung repetitiver DNA in 
der Markersonde auf die Eignung der BACs als armspezifische Sonde analysiert. 
Die Markersonde 2_2759 führte zu einem deutlichen Schmier auf enzymatisch geschnittener 
genomischer DNA (Abb. 3.6 A), was auf repetitive DNA in der Markersonde hindeutet. Der 
durch 2_2759 identifizierte BAC 110B19 zeigte schwache Signale in terminalen Bereichen 
anderer Chromosomen (Abb. 3.6 B). Die detektierbare Kreuzhybridisierung war jedoch sehr 
gering ausgeprägt und 110B19 somit als spezifische FISH-Sonde ausgewählt.  
Die Markersonde 3_2641 detektierte jeweils eine Einzelbande auf restringierter genomischer 
B.-vulgaris-DNA (Abb. 3.6 C). Der durch diesen Marker selektierte BAC 33E12 zeigte je-
doch Kreuzhybridisierung in interkalaren und terminalen Bereichen anderer Chromosomen 
(Abb. 3.6 D). Da der eigentliche Targetbereich aber an deutlich stärkeren Doppelsignalen 
eindeutig erkennbar war, ist 33E12 als spezifische FISH-Sonde geeignet.  
 
Abb. 3.6: Gehalt repetitiver DNA in den Markersonden und FISH-Muster der selektierten BACs 
Um den repeat-Gehalt von Markersonden abzuschätzen, wurden sie mit EcoRI- beziehungsweise HaeIII-
restringierter genomischer B.-vulgaris-DNA hybridisiert. Durch diese Marker selektierte BACs wurden auf 
Metaphasechromosomen von B. vulgaris hybridisiert, um festzustellen, ob sie spezifische FISH-Signale ergeben. 
A) Die Hybridisierung der Markersonde 2_2759 führt zu einem Schmier, der auf repetitive DNA in der Sonde 
schließen lässt. B) Der durch 2_2759 selektierte BAC 110B19 (magenta) zeigt wenig Kreuzhybridisierung und 
ergibt eindeutige Doppelsignale an je einem Ende eines Chromosomenpaares. C) Durch Hybridisierung der 
Markersonde 3_2641 wird jeweils nur eine Einzelbande detektiert. D) Der durch die Sonde 3_2641 identifizierte 
BAC 33E12 (türkis) zeigt Kreuzhybridisierung zu anderen Chromosomen, deutliche Doppelsignale an je einem 
Ende eines Chromosomenpaares (Pfeile) sind jedoch vorhanden. Der Maßstab entspricht 5 µm. 
 
Repetitive DNA in der Markersonde muss sich nicht zwingend auf die Eignung des BACs als 
FISH-Sonde auswirken. Daher wurden chromosomenspezifische BAC-Sonden ausschließlich 
auf Basis ihres FISH-Musters selektiert.  
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BACs, die kein eindeutiges Doppelsignal ergaben (zum Beispiel aufgrund starker Kreuz-
hybridisierung), wurden ohne weitere Optimierungsversuche aussortiert, wenn ein alternativer 
BAC an der chromosomalen Position spezifische Signale ergab.  
Alle identifizierten BACs wurden mit terminalen genetischen Markern selektiert, dennoch 
hybridisierten einige Sonden interkalar oder zentromernah (Tab. 3.3). Diese Marker wurden 
offenbar fehlerhaft kartiert und müssen neu in der Kopplungskarte positioniert werden. Die 
zugehörigen BACs sind daher nicht für die Verknüpfung von Kopplungsgruppenenden und 
Chromosomenarmen geeignet. 
Tab. 3.3: BACs aus perizentromerischen oder interkalaren Chromosomenregionen 
Kandidaten- 
BAC 
Genetischer 
Marker 
Marker-
position in 
der LG 
physikalische Lage auf 
Chromosom 
Anmerkungen 
71I24 2_4958 (LG 2) S, terminal Targetbereich interkalar bis 
perizentromerisch 
Kreuzhybridisierung in terminalen 
Bereichen von mehreren Chromo-
somen 
2H19 7_4359 (LG 7) N, terminal perizentromerisch  
6L7 9_3838 (LG 9) N, terminal perizentromerisch auf 
südlichem Arm 
 
32E12 9_3194 (LG 9) N, terminal perizentromerisch auf 
südlichem Arm 
Kreuzhybridisierung in peri-
zentromerischen und interkalaren 
Bereichen anderer Chromosomen 
LG: Kopplungsgruppe; S: Süden; N: Norden 
 
Hybridisierten BACs perizentrisch oder interkalar, wurde ein weiterer BAC in FISH-
Experimenten getestet, der durch den zweiten Marker derselben Kopplungsgruppe identifi-
ziert wurde. Für die fehlerhaft am Südende von LG 2 beziehungsweise am Nordende von 
LG 7 terminal kartierten Marker standen 2_3192 und 7_4047 als alternative Marker zur Ver-
fügung. Die durch diese beiden Marker selektierten BACs hybridisieren in terminalen Berei-
chen je eines Chromosomenpaares und sind somit als spezifische Sonden einsetzbar (3.1.3).  
Die Marker 9_3194 und 9_3838 sind in der genetischen Karte am Nordende von LG 9 positi-
oniert, wurden jedoch durch die zugehörigen BACs 33E12 und 6L7 perizentromerisch lokali-
siert. Der BAC 32E12 wurde gleichzeitig mit der Satelliten-DNA-Sonde pBV zur Markierung 
perizentromerischer DNA-Bereiche und dem BAC 92N14 zur Markierung des Südendes von 
Chromosom 9 auf Metaphasepräparate hybridisiert (Abb. 3.7). Der BAC 32E12 zeigt auf 
einem Chromosomenpaar deutliche interkalare bis perizentromerische Doppelsignale. Durch 
die gleichzeitige Hybridisierung mit 92N14 und pBV wurde 32E12 auf demselben Arm wie 
92N14 lokalisiert. Der BAC 6L7 ergibt auf diesem Chromosomenpaar ein ähnliches Hybridi-
sierungsmuster (nicht gezeigt). Die Signale von 32E12 und pBV grenzen auf den Metaphase-
chromosomen direkt aneinander an. Möglicherweise sind pBV-Kopien auf dem BAC vorhan-
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den. Sie wären eine Erklärung für die perizentrische Kreuzhybridisierung von 32E12 auf 
anderen Chromosomenpaaren.  
 
Abb. 3.7: Hybridisierungsmuster des BACs 32E12 auf Metaphasechromosomen 
Die BACs 32E12 (grün) und 92N14 (magenta) wurden gleichzeitig mit pBV (rot) auf B.-vulgaris-
Metaphasechromosomen (grau) hybridisiert. Der Klon 32E12 wurde für den Norden und 92N14 für den Süden 
der LG 9 selektiert. Ein Chromosom (weißer Pfeil) des durch die BACs identifizierten Paares ist rechts vergrö-
ßert dargstellt. Die Vergrößerung verdeutlicht die perizentromerische Lokalisierung von 32E12 (grüner Pfeil-
kopf) distal vom pBV-Signal auf demselben Arm wie 92N14. Der Maßstab entspricht 5 µm. 
 
Metaphasechromosomen bieten nur eine geringe Auflösung. Um festzustellen, ob die BACs 
6L7 und 32E12 pBV enthalten und somit perizentromerisch liegen, wurden sie als PCR-
Template zusammen mit pBV I-spezifischen Primern eingesetzt (Abb. 3.8). In beiden BACs 
wurde ein Produkt bei etwa 600 bp gebildet, wenngleich bei 32E12 sehr schwach. In 6L7 
wurde zudem ein Produkt von etwa 500 bp amplifiziert. Der Nachweis der Satelliten-DNA-
Familie deutet auf eine perizentromerische Lokalisierung der BACs hin. Jedoch ist pBV 
offenbar nicht ausschlaggebend für die Kreuzhybridiserung von 32E12, denn für 6L7 wurde 
durch PCR eine zusätzliche pBV-Bande detektiert, in FISH aber zeigte dieser BAC keine 
deutliche perizentrische Kreuzhybridisierung auf anderen Chromosomen.  
 
Abb. 3.8: Nachweis von pBV in für den Norden von LG 9 selektierten BACs durch PCR 
Die BACs 6L7 und 32E12 sowie genomische DNA von B. vulgaris (Bv gDNA) wurden als Template in einer 
PCR mit pBV I-spezifischen Primern eingesetzt. Der BAC 6L7 ergibt eine Doppelbande. Für 32E12 ist eine sehr 
schwache Bande zu detektieren. Bv gDNA als Template lieferte Produkte verschiedener Größe. Besonders 
deutlich sind zwei Banden bei etwa 350 bp und 600 bp. 
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Durch KWS Saat AG wurden die zusätzlichen Marker 9_1092 und 9_4595 für den Norden 
der LG 9 zur Verfügung gestellt. Mit ihnen wurden weitere Kandidaten für armspezifische 
BACs selektiert (3.1.1). Mit Hilfe der alternativen Marker wurde für jedes Kopplungsgruppe-
nende ein BAC identifiziert, der spezifische FISH-Signale ergab.  
Die perizentrische Lokalisierung einiger BACs, die durch terminale genetische Marker selek-
tiert wurden, verdeutlicht, dass Marker in einer Kopplungsgruppe fehlerhaft positioniert sein 
können. Um auszuschließen, dass BACs, die durch die Marker von unterschiedlichen Enden 
derselben Kopplungsgruppe selektiert wurden, auf demselben Chromosomenarm liegen, 
wurden weitere FISH-Experimente durchgeführt. 
3.1.3 Zuordnung der Kopplungsgruppenenden zu Chromosomenarmen 
Die Lage der BACs eines Paares auf verschiedenen Armen des gleichen Chromosoms wurde 
durch Doppelhybridisierung verifiziert.  
Dazu wurde jeweils einer der BACs, die für dieselbe Kopplungsgruppe ausgewählt wurden, 
mit Biotin und der zweite mit Digoxigenin markiert und beide gleichzeitig auf Metaphase-
chromosomen hybridisiert (Abb. 3.9). Das Ergebnis der FISH-Experimente zeigt, dass jeder 
der selektierten BACs spezifisch für einen Chromosomenarm ist. Die Lage des BAC-Paares 
auf Chromosom 1 (Chr 1) wurde durch multicolour-FISH unter Verwendung der Sonde 
pZR18S zur Markierung der 18S-5,8S-25S rDNA untermauert. Das Signal des BACs, der das 
Südende von Chr 1 (Chr 1S) markiert, liegt proximal der 18S-5,8S-25S rDNA. Weiterhin 
wurde die Lage der spezifischen BACs für Chr 4 durch gleichzeitige Hybrdisierung der Sonde 
pXV1 gegen die 5S rDNA bestätigt.  
Somit steht ein Set aus 18 BACs (armspezifische BAC-Marker) zur Verfügung, das die ein-
deutige Identifizierung jedes Chromosomenarms ermöglicht und die einzelnen Chromosomen 
genetisch determinierten Kopplungsgruppen zuordnet.  
Die Chromosomen wurden nachfolgend entsprechend der Kopplungsgruppen nummeriert. 
Die Einteilung der Enden in Nord und Süd bezieht sich auf die Orientierung der Kopplungs-
gruppen und wurde für die Chromosomenarme übernommen. Sie stellt keine Unterteilung des 
Chromosoms in einen kurzen und langen Arm dar.  
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Abb. 3.9: BAC-FISH-Karyotyp für B. vulgaris 
BACs, die durch die terminalen genetischen Marker derselben Kopplungsgruppe (LG) selektiert wurden, wurden 
gleichzeitig auf Metaphasechromosomen hybridisiert. Die für den Norden der LG selektierten BACs sind türkis, 
die für den Süden magenta dargestellt. Durch die BAC-Sonden sind alle Chromosomenarme der Zuckerrübe 
zytologisch identifizierbar. Chromosom 1 (Chr 1) ist zusätzlich zu den BAC-Markern durch die 18S-5,8S-
25S rDNA (grün) erkennbar. Chr 4 wird ergänzend durch die 5S rDNA (orange) identifiziert. Die Gegenfärbung 
der Chromosomen erfolgte mit DAPI (grau). A) Darstellung der gesamten mit BAC-Makern hybridisierten 
Metaphasen. Maßstabsskala 5 µm. B) BAC-FISH-Karyotyp für B. vulgaris: vergrößerte Darstellung aller in A 
identifizierten Chromosomenpaare und Chromosomenarme; die Namen der BACs und die zugehörige Chromo-
somennummer sind angegeben.  
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3.2 Verteilungsmuster repetitiver DNA auf B.-vulgaris-Chromosomen  
Um alle Chromosomen einer Metaphase zu identifizieren, sind bei Verwendung der BAC-
Marker als Sonden mehrere Hybridisierungsschritte nötig. Bereits in früheren Untersuchun-
gen wurde eine zwischen den Chromosomenpaaren von B. vulgaris variierende Verteilung 
von tandemartig angeordneten repetitiven Sequenzfamilien festgestellt. Die technischen Mög-
lichkeiten, insbesondere die verfügbaren Fluorochrome und Filtersätze, waren jedoch be-
schränkt, so dass gleichzeitig maximal zwei Sonden hybridisiert wurden (Desel 2002). Zudem 
konnten die beobachteten Signale nur den Chromosomen 1 und 4 zugeordnet werden, da diese 
sich durch die Sonden für die 18S-5,8S-25S rDNA und 5S rDNA identifizieren ließen. Eine 
Kombination der BACs mit repetitiven Sonden wäre eine Möglichkeit, in einem einzelnen 
Experiment alle Chromosomen zu erkennen und zudem die spezifische Verteilung von repeti-
tiver DNA zu untersuchen. 
Unter Verwendung der in 3.1 ausgewählten BAC-Marker kann jedes Chromosom der Zucker-
rübe markiert und eindeutig identifiziert werden. Die BACs wurden im Folgenden angewen-
det, um die Lage von vier verschiedenen bekannten Satelliten-DNA-Sequenzen auf Metapha-
sechromosomen durch multicolour-FISH zu definieren und die einzelnen Hybridisierungs-
muster den Chromosomenpaaren zuzuordnen. 
3.2.1 Chromosomenspezifische Verteilung abundanter Satelliten-DNA-Familien  
Die spezifische Verteilung abundanter repetitiver Sequenzen wurde durch die gleichzeitige 
Lokalisierung eines BAC-Markers und je zwei verschiedener Satelliten-DNA-Familien auf 
B.-vulgaris-Metaphasechromosomen untersucht. Als repetitive Sonden wurden die interkalare 
Sequenzfamilie pEV, die zentromerisch und perizentromerisch loaklisierte Satelliten-DNA 
von pBV und pBV VI sowie die subtelomerische Sequenzfamilie pAv34 eingesetzt.  
Die Anzahl verfügbarer und getrennt detektierbarer Fluorochrome beschränkte die Zahl der 
Sonden, die gleichzeitig hybridisiert werden konnten, auf vier. Zwar waren Fluorochrome mit 
blauer, grüner, gelber, roter sowie dunkelroter Fluoreszenz verfügbar, die Wellenlängen aber 
waren auch mit sehr selektiven Bandpassfiltern nicht immer gut optisch voneinander trennbar. 
Sondensignale können, wenn sie sehr stark sind und ein relativ breites Emissionsspektrum 
besitzen, in andere Kanäle durchbrechen und somit zu Hintergrundfluoreszenz oder gar zur 
Maskierung anderer spezifischer Signale führen. Die Fluorochrome für Markierung und 
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Nachweis der gleichzeitig hybridisierten Sonden wurden so gewählt, dass Überschneidungen 
(„bleed through“) des emittierten Lichts vermieden wurden. Je Hybridisierungsexperiment 
konnten daher nur zwei der Satelliten-DNA-Sonden mit dem chromosomenspezifischen BAC 
hybridisiert werden.  
Pro Chromosomenpaar wurden somit zwei getrennte FISH-Experimente mit je zwei repetiti-
ven Sonden und dem BAC durchgeführt. Den Chromosomen 1-9 wurde auf diese Art die 
spezifische Verteilung der untersuchten Sequenzfamilien zugeordnet (Abb. 3.10).  
Die Signale der Sonde pBV markieren die Lage des Zentromers. Die Position der BACs 
bezogen auf die pBV-Signale zeigt, dass nicht alle Chromosomen metazentrisch sind, sondern 
einige von ihnen einen kurzen und einen langen Arm besitzen. So liegt 31K7 (Chr 2S) auf 
dem kurzen Arm von Chr 2, 38D8 (Chr 7N) auf dem kurzen Arm von Chr 7 und 66A12 
(Chr 9N) auf dem kurzen Arm von Chr 9. Die verbleibenden Chromosomen zeigen keinen 
eindeutigen Längenunterschied zwischen den Chromosomenarmen. 
 
Abb. 3.10: Zuordnung von Satelliten-DNA-Mustern zu Chromosomen durch multicolour-FISH 
Für jedes Chromosomenpaar (Chr) wurde der BAC-Marker für den Nordarm (türkis) oder den Südarm (magen-
ta) gleichzeitig mit entweder pBV (blau) und pEV (rot) oder pBV VI (grün) und pAv34 (gelb) auf Metaphase-
chromosomen hybridisiert. Gezeigt sind jeweils das durch den BAC markierte Chromosomenpaar (grau) der 
Metaphase und das ermittelte Satelliten-DNA-Hybridisierungsmuster. Die dargestellten Einzelchromosomen 
entstammen verschiedenen Metaphasen, so dass die Sequenzintensitäten zwischen ihnen nur bedingt vergleich-
bar sind. Der Maßstab entspricht 2 µm. 
 
Die Detektierbarkeit und Stärke der einzelnen Signale unterscheidet sich zwischen den ein-
zelnen Chromosomen. Die nachweisbaren Signale der Satelliten-DNA-Sonden wurden daher 
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nach Lokalisierung und relativer Signalstärke in schwach, moderat und stark eingeteilt und 
die Chromosomen dementsprechend verschiedenen Klassen zugeordnet (Tab. 3.4). Auf allen 
Chromosomen ist pBV in unterschiedlichen Signalintensitäten zentromerisch und perizentro-
merisch detektierbar. Das pBV-Hybridisierungmuster von Chr 7 weist innerhalb der Klasse II 
das stärkste Signal auf. Die pBV-Variante pBV VI ist auf den vier Chromosomenpaaren 1, 2, 
4 und 6 eindeutig perizentromerisch nachweisbar, auf den anderen Paaren ist sie nur schwie-
rig oder gar nicht zu detektieren. Die Signalintensitäten der auf allen Chromosomenarmen 
interkalar detektierbaren Sequenzfamilie pEV variieren sehr stark, zum Teil auch auf den 
verschiedenen Armen eines Chromosoms. Auf dem Nordarm von Chr 2 ist pEV schwierig 
nachzuweisen. Die subtelomerische Satelliten-DNA-Familie pAv34 ist auf allen Chromoso-
men detektierbar, jedoch nicht an allen Chromosomenenden. Das schwache Signal am Sü-
dende von Chr 1 war kaum reproduzierbar. Auch die schwachen pAv34-Signale im Norden 
der Chromosomen 2 und 3 sind zum Teil schwierig zu detektieren. Bei Verwendung älterer 
Metaphasepräparate, die länger als vier Wochen bei 8 °C gelagert wurden, traten Signalunter-
schiede noch deutlicher hervor; die schwächeren pBV-Signale der Chromosomen 3 und 5 
waren dann kaum noch zu detektieren. 
In Tab. 3.4 sind die FISH-Muster der Satelliten-DNA-Familien und die chromosomale Loka-
lisierung der rDNA entsprechend der FISH-Ergebnisse aus 3.1.3 angegeben. 
Tab. 3.4: Klassifizierung der B.-vulgaris-Chromosomen nach dem Hybridisierungsmuster abundanter 
tandem repeats 
Repeat Klasse Lokalisierung Signalstärke Chromosom 
pBV  zentromerisch und 
perizentromerisch 
  
 I  stark 1 
 II  moderat 2, 4, 6, 7, 8 
 III  schwach bis moderat 3, 5, 9 
pBV VI  zentromerisch und 
perizentromerisch 
  
 I  stark 2, 6 
 II  moderat 1, 4 
 III  sehr schwaches Signal (schwierig zu detek-
tieren) 
3, 7, 9 
 IV  kein Signal 5, 8 
pEV  interkalar   
 I  moderat bis stark auf beiden Armen 1, 4, 7 
 II  schwach auf einem, moderat bis stark auf 
anderem Arm 
2, 8 
 III  schwach auf einem, stärker (schwach bis 
moderat) auf anderem Arm 
3, 5 
 IV  schwach auf beiden Armen 6, 9 
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Repeat Klasse Lokalisierung Signalstärke Chromosom 
pAV34  subtelomerisch   
 I  moderat bis stark an beiden Enden 4, 5, 7, 8 
 II  schwach an beiden Enden (an einem Ende 
schwierig zu detektieren) 
1 
 III  moderat bis stark an einem, sehr schwach 
am anderen Ende 
2, 3 
 IV  moderat bis stark an einem, kein Signal am 
anderen Ende 
6, 9 
18S-5,8S-25S rDNA subterminal stark  1 (Süd) 
5S rDNA  perizentromerisch moderat bis stark 4 
Die Chromosomen wurden für jede Sequenzfamilie einer der relativen Stärke des FISH-Signals entsprechenden 
Klasse zugeordnet. Besonderheiten sind im Text detaillierter dargestellt.  
 
Die FISH-Ergebnisse deuten auf ein für jedes Chromosom spezifisches Satelliten-DNA-
Muster hin. Daraus ergibt sich die Möglichkeit, die Chromosomen basierend auf der Vertei-
lung der repetitiven DNA zu identifizieren.  
3.2.2 Optimierung der Sondenmarkierung und Chromosomenidentifizierung durch 
repetitive DNA 
Die ermittelte chromosomenspezifische Satelliten-DNA-Verteilung ermöglicht die Klassifi-
zierung und Identifizierung der Chromosomen nach ihrem Hybridisierungmuster. Durch die 
Verwendung verschiedener Metaphasepräparate waren nur deutliche Signalunterschiede für 
die einzelnen Chromosomenpaare vergleichbar. 
Um die Satelliten-DNA-Muster auf den Chromosomen derselben Metaphase direkt miteinan-
der vergleichen zu können, wurden alle vier repetitiven Sonden unterschiedlich markiert und 
gleichzeitig hybridisiert (Satelliten-DNA-FISH). Für die FISH-Experimente im Abschnitt 
3.2.1 wurde eine hohe Stringenz für die Waschlösung genutzt (siehe 2.2.9.9), die für die 
Satelliten-DNA-FISH beibehalten wurde. Die hohe Stringenz der Waschlösung hatte mögli-
cherweise Auswirkung auf die Detektierbarkeit schwacher Signale, wurde aber für die Ver-
gleichbarkeit konstant gehalten.  
Damit schwache Signale nachweisbar und die Signale verschiedener Sonden optisch gut 
voneinander trennbar waren, wurden verschiedene Kombinationen von Sondenmarkierungen 
getestet. Die PCR-Markierung mit DY-590-dUTPs gestaltete sich schwierig und ergab oft 
kein Amplifikat. Aus diesem Grund wurde DY-590 nicht als Markierung verwendet. Schwa-
che pEV-Signale waren deutlicher zu detektieren, wenn die Sonde indirekt mit Biotin mar-
kiert war. Eine direkte Markierung der pEV-Sonde führte oft zu diffusen, nicht klar abge-
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grenzten Signalen. DY-590-gekoppeltes Streptavidin für den Nachweis von biotinmarkiertem 
pEV führte zu bleed through der Signale in den Filter F36-760 und damit zu Signalüber-
schneidungen mit der DY-647-markierten Sonde. Der Nachweis erfolgte daher mit DY-495-
gekoppeltem Streptavidin. Als Markierung für eine weitere Sonde, deren chromosomale 
Lokalisierung festgestellt werden soll, ist DY-590 dennoch denkbar. Ihre Markierung kann zu 
diesem Zweck durch Nick Translation erfolgen. 
Für den Nachweis schwacher Signale, zum Beispiel pEV auf dem Nordarm von Chr 2, wur-
den hohe Sondenkonzentrationen verwendet. Das Volumen der Sonden, das im Hybridisie-
rungsansatz genutzt werden kann, ist jedoch begrenzt. Damit mehrere Sonden in hoher Kon-
zentration bei kleinen Volumina eingesetzt werden konnten, wurden sie zum Teil nach der 
Fällung konzentriert. Als gut geeignet erwies sich die in Tab. 3.5 dargestellte Kombination 
der Fluorochrome und Konzentrierung der FISH-Sonden.  
Tab. 3.5: Markierung der Satelliten-DNA-Sonden für die multicolour-FISH  
Satelliten-DNA-Sonde Markierung Konzentrierung*  Volumen im Hybridi-sierungsansatz (30 µl) 
pBV DY-415 6fach 0,5 µl 
pBV VI DY-547 8fach 0,5 µl 
pEV Biotin und DY-495-SAV** 3fach 2 µl 
pAv34 DY-647 6fach 1 µl 
* Die Konzentrierung der Sonde entspricht dem Verhältnis des Reaktionsvolumens (Sondenmarkierung) zum 
Rücklösevolumen nach der Fällung. 
**SAV: Strepatavidin 
 
Der Sondenpool aus den vier Satelliten-DNA-Sonden pBV, pBV VI, pEV und pAv34 wurde 
auf Metaphasechromosomen von B. vulgaris hybridisiert (Abb. 3.11). Die erhaltenen Hybridi-
sierungsmuster wurden mit der in 3.2.1 ermittelten chromosomenspezifischen Verteilung der 
Satelliten-DNA (Abb. 3.10) verglichen und dadurch den Chromosomen zugeordnet. Basie-
rend auf der Verteilung der repetitiven DNA ist jedes Paar erkennbar.  
Die Hybridisierungsmuster können demzufolge ohne einen zusätzlichen chromosomalen 
Marker zur Chromosomenidentifikation verwendet werden. Die in 3.2.1 simultan hybridisier-
ten BACs (Abb. 3.10) stellen durch die enthaltenen genetischen Marker eine Verbindung zu 
den Kopplungsgruppen (Abb. 3.9) her. Somit lassen sich die Chromosomen einer einzelnen 
Metaphase hinsichtlich ihres Gehaltes an repetitiver DNA und ihrer physikalischen Längen 
direkt miteinander vergleichen und die Ergebnisse mit den Daten der zugehörigen genetischen 
Kopplungsgruppen korrelieren. 
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Abb. 3.11: Simultane Identifizierung aller Zuckerrübenchromosomen durch Satelliten-DNA-FISH 
Vier unterschiedlich markierte Satelliten-DNA-Familien wurden auf B.-vulgaris-Metaphasechromosomen 
hybridisiert. A) DAPI-gefärbte Metaphase (grau) und Hybridisierungsmuster der vier Satelliten-DNA-Sonden 
pBV (blau), pBV VI (grün), pEV (rot) und pAv34 (gelb); Maßstab 5 µm; B) Einzelkanalaufnahmen der Sonden-
signale und Zuordnung der spezifischen Hybridisierungsmuster zu den Chromosomen (Chr) 1-9. 
 
3 Ergebnisse 
 62
3.3 Verknüpfung genetischer Karten mit Chromosomen  
Genetische Karten können nicht abgeschlossen werden, solange das physikalische Chromo-
somenende nicht erreicht ist. Die Lokalisierung der Marker in genetischen Karten basiert auf 
Rekombinationshäufigkeiten und entspricht nicht zwangsläufig der physikalischen Lage auf 
Chromosomen. Die Reihenfolge sollte in der Regel identisch sein, doch sind diesbezüglich 
Fehlberechnungen in Kopplungskarten nicht immer zu vermeiden (3.1.2). Solange das Chro-
mosomenende, gekennzeichnet durch spezifische Telomersequenzen, nicht erreicht ist, sind 
die genetischen Kopplungsgruppen der Zuckerrübe durch potentielle neue Marker an beiden 
Enden erweiterbar.  
Alle chromosomenarmspezifischen BACs wurden mit Hilfe von Sonden ermittelt, welche die 
terminalen genetischen Marker der jeweiligen Kopplungsgruppe enthalten. Die BACs sind in 
distalen Regionen der Chromosomen lokalisiert. Die geringe Auflösung von Metaphasechro-
mosomen erlaubte jedoch keine klare Aussage, wie weit die Sonde vom Chromosomenende 
entfernt ist. Für Distanzabschätzungen durch FISH sind höherauflösende mitotische oder 
meiotische Stadien besser geeignet, in denen die Chromosomen aber dennoch stark genug 
kondensiert sind, dass sie als solche erkannt werden können. Dazu gehören Stadien der mito-
tischen Prophase und des meiotischen Pachytän. Im Pachytän können in B. vulgaris neun 
Bivalente unterschieden werden, welche die gepaarten homologen Chromosomen darstellen. 
Da das Auflösungsvermögen der Bivalente über dem der Prophasechromsomen liegt, wurden 
zur Abschätzung der Abstände zwischen BAC-Marker und Chromosomenende Pachytänprä-
parate für die FISH eingesetzt. 
Die Chromosomenenden wurden durch terminale Sonden (Telomere und die subtelomerische 
Sequenzfamilie pAv34) markiert. Eine genaue Messung der Distanzen zwischen Hybridisie-
rungsorten des BACs und der terminalen Sequenzen ist auch an Pachytänchromosomen nicht 
möglich. Jedoch können deutliche Abstände zwischen BAC und Chromosomenende, die auf 
Metaphasechromosomen nicht erkennbar sind, sichtbar gemacht werden. 
Fiber-FISH weist mit 3,27 kb/µm (Fransz et al. 1996) ein höheres Auflösungsvermögen als 
FISH an Pachytänchromosomen auf und ermöglicht nicht nur die Abschätzung, sondern die 
Messung des Abstands zwischen Sondensignalen. Als Hybridisierungsmaterial und Sonden-
target dienen gestreckte Chromatinfasern aus Interphasekernen. Die chromosomale Morpho-
logie ist jedoch nicht mehr erkennbar so dass der BAC nicht zu weit vom zugehörigen Chro-
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mosomenende entfernt sein darf, um die beiden Sondensignale noch einander zuordnen zu 
können.  
Die höchste Auflösung liegt auf Nukleotidebene und wird durch Sequenzierung erreicht. Das 
Zuckerrübengenom wurde durch die Arbeitsgruppe Himmelbauer et al. des CBG Barcelona 
sequenziert und die Sequenzdaten (RefBeet 1.0; Dohm et al., in Begutachtung) wurden zur 
Nutzung zur Verfügung gestellt. Die Datenbank wurde nach jenen Scaffolds durchsucht, 
welche die zum BAC-Screening genutzten endständigen genetischen Marker enthalten und 
deren Entfernungen zu terminalen Sequenzen ermittelt. Die aus den Analysen dieser Se-
quenzdaten gewonnen Ergebnisse und die zytogenetisch erzielten Resultate sollten verglichen 
und gegebenenfalls ergänzt werden.  
3.3.1 Korrelation physikalischer Chromosomenlängen mit genetischen Distanzen 
Genetische Abstände (in cM) sind nicht mit absoluten, physikalisch messbaren Entfernungen 
(in µm, bp oder Nt) gleichzusetzen.  
Zwar verhinderte die mangelnde Größenvariation der Zuckerrübenchromosomen eine längen-
basierte Karyotypisierung, dennoch sind nicht alle neun Chromosomen gleich groß. Die ein-
zelnen Metaphasechromosomen wurden anhand ihres Satelliten-DNA-Musters (3.2.2, 
Abb. 3.11) identifiziert und ihre physikalischen Längen ermittelt. Dafür wurden die Satelliten-
DNA-Sonden pBV, pBV VI, pEV und pAv34 gleichzeitig auf B.-vulgaris-
Metaphasechromosomen hybridisiert und die Chromosomenlängen an den digitalen Aufnah-
men der Metaphasen mit Hilfe des „Scale tool“ der ASI-Software gemessen (Abb. 3.12). 
Aufgrund begrenzt verfügbarer Fluorochrome wurden nicht die chromosomenspezifischen 
BACs genutzt. Die Satelliten-DNA-Verteilung wurde jedoch durch die simultane Hybridisie-
rung mit BACs den einzelnen Chromosomen zugeordnet (3.2.1). Da durch die BAC-Marker 
eine Verknüpfung der Chromosomen zu den entsprechenden Kopplungsgruppen besteht, 
können die physikalischen mit den genetischen Längen in Verbindung gebracht werden. Eine 
Vermessung der einzelnen Arme wurde nicht durchgeführt. Auf den Chromosomen kann die 
Lage des Zentromers zwar, wenn auch nicht eindeutig markiert, durch die Sequenzfamilie 
pBV eingegrenzt werden, in den genetischen Kopplungskarten hingegen ist die Lage des 
Zentromers und damit die Region, die Norden und Süden trennt, nicht bekannt. Die geneti-
sche Größe der Arme ist demzufolge nicht ermittelbar. 
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Abb. 3.12: Bestimmung der spezifischen physikalischen Chromosomenlängen mit Hilfe des FISH-
Satelliten-DNA-Musters 
Darstellung einer B.-vulgaris-Metaphase, die mit dem Pool aus Satelliten-DNA-Sonden hybridisiert wurde. 
A) DAPI-gefärbte Chromosomen (blau); B) Nummerierung der Chromosomen anhand des Hybridisierungs-
musters der Sonden pBV (blau), pEV (rot), pBV VI (grün) und pAv34 (gelb); C) Vermessung der spezifischen 
Längen der Chromosomen dieser Metaphase in µm. 
 
Die fünf größten Chromosomen in den durchgeführten Messungen sind die Chromosomen 1, 
4, 5, 6, und 8 (mindestens11 % Anteil an der Gesamtlänge), während sich die Chromoso-
men 2, 3 7 und 9 (maximal 10,3 % Anteil an der Gesamtlänge) in der Gruppe der vier kleine-
ren Chromosomen zusammenfassen lassen. Die höchsten beziehungsweise niedrigsten Mes-
sewerte wurden für die Chromosomen 1 und 9 ermittelt. Die relativen und absoluten Größen 
der einzelnen Chromosomen wurden berechnet und mit den genetischen Abständen ins Ver-
hältnis gesetzt, um die durchschnittliche Rekombinationshäufigkeit auf den einzelnen Chro-
mosomen abzuschätzen (Tab. 3.6). Es handelt sich hierbei um Schätzwerte, da das geringe 
Auflösungsvermögen und der unterschiedliche Kondensationsgrad der Metaphasechromoso-
men eine basenpaargenaue Messung verhindern. Das Chromosomenende wurde durch die 
subtelomerische Sequenzfamilie pAv34 markiert. Wie an Chr 7 auf Abb. 3.12 B (rechts) zu 
erkennen, waren pAv34-markierte Regionen zum Teil dekondensiert und die gemessene 
Länge der Chromatiden eines Chromosoms wäre demnach nicht einheitlich. In diesen Fällen 
wurde nicht bis zum distalen, sondern zum proximalen pAv34-Signal gemessen, so dass diese 
dekondensierten Bereiche keinen Einfluss auf die Messergebnisse ausübten.  
Durchschnittlich enthält ein B.-vulgaris-Chromosom 84 Mb. Eine genetische Kopplungsgrup-
pe umfasst im Mittel 99 cM. Für das gesamte Zuckerrübengenom betrachtet, entspricht 1 cM 
einer durchschnittlichen physikalischen Distanz von 0,86 Mb. Die geringste Rekombinations-
häufigkeit zeigt Chr 1 mit 1,14 Mb/cM. Die 18S-5,8S-25S rDNA wurde zur Bestimmung der 
physikalischen Länge von Chr 1 einbezogen, jedoch liegt sie außerhalb des äußersten südli-
chen genetischen Markers (3.1.3). Das könnte die vergleichsweise geringe Rekombinations-
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häufigkeit je Mb für Chr 1 erklären. Chr 3 und 7 zeigten im Vergleich die höchste durch-
schnittliche Rekombinationshäufigkeit mit jeweils 0,73 Mb/cM.  
Tab. 3.6: Gegenüberstellung physikalischer und genetischer Größen der B.-vulgaris-Chromosomen 
Chromosom relative Größe  DNA-Gehalt 
[Mb] 
genetische Größe 
der LG [cM]1 
DNA-Gehalt/ genetische 
Größe [Mb/cM] 
1 14,0 106 93 1,14 
2 10,1 76 87 0,88 
3 10,3 78 108 0,73 
4 11,5 87 108 0,81 
5 11,6 88 102 0,87 
6 12,0 91 103 0,89 
7 9,8 74 102 0,73 
8 11,0 84 93 0,90 
9 9,6 73 92 0,79 
1 bis 9 ∑ = 100 ∑ = 758 ∑ = 887 ø = 0,86 
Die relativen Werte wurden durch die Vermessung von sechs Metaphasen ermittelt. Die 18S-5,8S-25S rDNA 
wurde zur Längenbestimmung von Chr 1 mit einbezogen. Zur Abschätzung der physikalischen Größe in Mb 
wurden 758 Mb (Arumuganathan und Earle, 1991) als Größe des haploiden Genomsatzes der Zuckerrübe 
zugrunde gelegt. 
LG: Kopplungsgruppe 
1Dohm et al. 2012 
 
Für die Ermittlung der genetischen und physikalischen Distanzen wurden die äußeren Marker 
der Kopplungsgruppe beziehungsweise die physikalischen Enden der Chromosomen als 
Fixpunkte genutzt und die Werte einander gegenübergestellt. Während telomerische und 
subtelomerische Sequenzen die Chromosomenenden eindeutig definieren, sind die Kopp-
lungsgruppen nach außen offen. Daher wurde nachfolgend die Lage der terminalen Marker in 
Bezug zu terminalen Sequenzen durch FISH untersucht. 
3.3.2 Ermittlung der Entfernung von BAC-Markern zum physikalischen Chromo-
somenende 
Alle BAC-Marker sind auf B.-vulgaris-Metaphasechromosomen in terminalen Bereichen 
lokalisiert. Jedoch lassen sich auf Metaphasechromosomen aufgrund ihres hohen Kondensati-
onsgrades Sequenzen durch FISH nur ungefähr einer Region zuordnen.  
Der Abstand der BACs zum Chromosomenende wurde daher durch Hybridisierung der arm-
spezifischen Sonden auf B.-vulgaris-Pachytänchromosomen näher untersucht (Abb. 3.13). 
Zusätzlich zum jeweils hybridisierten BAC wurden die Sonden pLT11 (Telomer) und pAv34 
(subtelomerische Satelliten-DNA) mitgeführt. Zur Markierung des Südendes von Chr 1 wurde 
die 18S-5,8S-25S rDNA genutzt.  
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Abb. 3.13: FISH an B.-vulgaris-Pachytänchromosomen zur Distanzabschätzung der BAC-Marker zum 
Chromosomenende 
A, B) Alle spezifischen BAC-Sonden (rot, Pfeilköpfe) für die nördlichen (A) oder südlichen (B) Chromosomen-
arme wurden unabhängig voneinander auf Pachytänbivalente (grau) hybridisiert (genaue Bezeichnug der BACs 
siehe 3.1.3, Abb. 3.9). Um die Chromosomenenden zu kennzeichnen wurde gleichzeitig pAv34 (gelb) als Mar-
ker für subtelomerische Satelliten-DNA, pLT11 (blau) als Telomer-Marker (Chr 1N-9N und Chr 2S-9S) sowie 
pZR18S (grün) zur Markierung der 18S-5,8S-25S-rDNA (Chr 1S) hybridisiert. Die 18S-5,8S-25S-rDNA ist an 
der Chromosomenmorphologie erkennbar (Pfeil) und liegt proximal zu den Telomeren. Der Maßstab entspricht 
10 µm. C) Vergrößerte Darstellung der Chromosomenenden: Die BAC-Marker für Chr 2S, Chr 6S, Chr 8N, 
Chr 8S und Chr 9N hybridisieren in deutlicher Entfernung vom Chromosomenende. Am Ende Chr 2S liegt 
zwischen dem BAC und pAv34 (gelb) ein heterochromatischer Bereich (starke DAPI-Färbung, gerahmter 
schwarzer Pfeil). An Chr 2N und Chr 3N sind sehr schwache pAv34-Signale detektierbar. An Chr 6N und 
Chr 9S ist pAv34 nicht nachweisbar. Die Enden Chr 7N und Chr 8N zeigen sehr schwache Telomersignale.  
 
An einigen Enden ist zum Teil keine klare Signalreihenfolge BAC-pAv34-pLT11 von proxi-
mal nach distal zu sehen (Abb. 3.13 C Chr 5N, Chr 7S). Das Telomersignal ist oft zwischen 
den pAv34-Signalen lokalisiert (Abb. 3.13 C Chr 4N, Chr 9N, Chr 2S und Chr 6S). Mögli-
cherweise führt eine spezielle dreidimensionale Struktur der Enden zu diesem Ergebnis. 
Präparationsartefakte können jedoch ebenfalls eine Ursache dafür sein. 
Die BAC-Marker und die von ihnen markierten Chromosomenenden wurden entsprechend 
der optischen Trennbarkeit von BAC-Signal und terminaler Sequenz in drei Gruppen einge-
teilt: Gruppe 1) Signale kolokalisierend, Guppe 2)  Signale aneinander grenzend, optisch 
jedoch deutlich trennbar, Gruppe 3) deutlicher Abstand zwischen den Signalen (Abb. 3.14).  
 
Abb. 3.14: Einteilung der armspezifischen BACs nach ihrem FISH-Muster auf Pachytänchromosomen 
Die BACs und die durch sie markierten Chromosomenenden wurden nach ihrem Hybridisierungsmuster 
(Abb 3.13 C) drei Gruppen zugeordnet. Für jede Gruppe ist das FISH-Muster eines BACs als Beispiel angege-
ben. Für die Gruppenzuordnung wurde der Abstand des BACs (roter Pfeil) zu pAv34 (gelber Pfeil), oder wenn 
pAv34 nicht nachweisbar war, zum Telomer (blau) analysiert. 
 
FISH an Pachytänpräparaten deckt an fünf Chromosomenenden (Abb. 3.14 Gruppe 3) deutli-
che Abstände zwischen BAC-Markern und terminalen Sequenzen auf, die durch FISH an 
Metaphasechromosomen nicht auflösbar sind. An den Chromosomenenden Chr 6S, Chr 8N, 
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Chr 8S und Chr 9N sind die Bereiche zwischen den BACs und den physikalischen Chromo-
somenenden nur schwach DAPI-gefärbt und deuten dort auf euchromatische Bereiche hin. 
Zwischen dem für Chr 2S spezifischen BAC und pAv34 wurde ein heterochromatischer 
Block lokalisiert (Abb. 3.13 C).  
Auf Pachytänbivalenten können größere Lücken aufgedeckt und Abstände abgeschätzt wer-
den, eine genaue Messung von Distanzen ist auf Chromosomen dieses Stadiums hingegen 
nicht möglich. Wie Abb. 3.15 verdeutlicht, ist selbst der gleiche Targetbereich nicht immer 
einheitlich kondensiert. BACs aus der verwendeten BAC-Bank besitzen eine durchschnittli-
che Insertionsgröße von 116 kb (Hohmann et al. 2003), die im Fall von 38D8 am dargestell-
ten Chromosomenende an einen 0,52 µm und einen 0,85 µm großen Zielbereich hybridisierte.  
 
Abb. 3.15: FISH an Pachytänchromosomen zeigt unterschiedliche Kondensation der Zielregion 
Der BAC 38D8 (rot) wurde gemeinsam mit pAv34 (grün) auf B.-vulgaris-Pachytänchromosomen hybridisiert. 
Der Maßstab entspricht 5 µm. Die Targetregion (Pfeil) ist rechts vergrößert dargestellt und ihre Größe in µm 
angegeben. Die physikalischen Längen der Targetbereiche (in µm) des BACs unterscheiden sich deutlich auf 
dem Bivalent. 
 
Die BAC-Marker, die in deutlicher Entfernung zum Chromosomenende hybridisieren, identi-
fizieren die Kopplungsgruppenenden, die mit hoher Wahrscheinlichkeit durch weitere Marker 
erweiterbar sind. Um eine Aussage für Chromosomenenden zu treffen, deren spezifische 
BAC-Sonden keine deutliche Distanz zu terminalen Sequenzen zeigen, sind Methoden nötig, 
die eine höhere Auflösung bieten. Dafür wurden nachfolgend molekularbiologische Methoden 
zum Nachweis terminaler Sequenzen in den BACs (3.3.3) sowie Fiber-FISH (3.3.4) ange-
wendet. An gestreckten Chromatinfasern sind zytogenetische Messungen möglich, jedoch ist 
ein interner Längenstandard nötig, da die Streckung methodisch bedingt variiert. Die Größe 
der BACs lässt sich molekularbiologisch ermitteln (3.3.3), so dass sie als Standard dienen 
können.  
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3.3.3 Größenbestimmung der BAC-Marker und Analyse ihres Gehaltes terminaler 
Sequenzen 
Durch FISH auf Pachytänchromosomen wurden die BAC-Marker in Beziehung zum zugehö-
rigen Chromosomenende lokalisiert. Um die Entfernungen zwischen den BAC-Markern und 
den (Sub)Telomerbereichen genauer einschätzen zu können, wurden die BACs durch Sou-
thern-Hybridisierung auf ihren Gehalt an terminalen Sequenzen untersucht.  
Die Insertionsgrößen der BACs wurden ermittelt, indem sie mit NotI restringiert und durch 
PFGE nach ihrer Größe aufgetrennt wurden (Abb. 3.16 A). Die DNA wurde anschließend auf 
eine Nylonmembran transferiert und mit den Sonden pLT11 (Telomer) beziehungsweise 
pAv34 (subtelomerische Satelliten-DNA) hybridisiert (Abb. 3.16 Β). 
 
Abb. 3.16: Pulsfeldgelelektrophorese der chromosomenarmspezifischen BACs und Southern-
Hybridisierung mit terminalen Sequenzen 
A) Im Pulsfeldgel (PFG) ist bei etwa 7 kb jeweils der Vektor der NotI-restringierten BACs zu erkennen und in 
den oberen Größenbereichen das Insert. N-Norden; S-Süden; B) Blot des PFG auf eine Nylonmembran, hybridi-
siert mit pAv34 (oben) und rehybridisiert mit der Telomersonde pLT11 (unten): in den BAC-Markern für Chr 1S 
und Chr 6S wurde pLT11, im BAC-Marker für Chr 2N wurde pAv34 nachgewiesen.  
 
Die Ergebnisse der Größenbestimmung der BACs und in ihnen detektierte terminale Sequen-
zen sind in Tab. 3.7 zusammengefasst. 
Tab. 3.7: Insertgrößen und enthaltene terminale Sequenzen der chromosomenspezifischen BAC-Marker 
Chromosom spezifischer BAC Insertgröße [kb] terminale Sequenzen 
Norden    
1 6G2 112  
2 110B19 120 pAv34 
3 65L12 130,5  
4 45L24 97  
5 4C10 112  
6 51K7 97  
7 38D8 97  
8 26O24 179  
9 66A10 90  
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Chromosom spezifischer BAC Insertgröße [kb] terminale Sequenzen 
Süden    
1 70E11 130,5 pLT11 
2 33K7 112  
3 33E12 97  
4 42G10 112  
5 31P22 120  
6 54M10 97 pLT11 
7 19H23 90  
8 72D13 97  
9 92N14 130,5  
 
Die durchschnittliche Größe der BAC-Insertionen liegt bei etwa 112 kb, mit einer Spanne von 
90 kb bis 179 kb. Durch Southern-Hybridisierung wurden in den BAC-Markern für die Enden 
Chr 1S und Chr 6S telomerische Sequenzen und im BAC-Marker für Chr 2N pAv34 nachge-
wiesen. In den verbleibenden BACs wurden weder die subtelomerische Satelliten-DNA noch 
telomerische Sequenzen detektiert. Die im Chr 2N-spezifischen BAC nachgewiesenen 
pAv34-Sequenzen wurden analysiert, um zu überprüfen, ob sie eine chromosomenarmspezifi-
sche Variante darstellen (3.3.6). 
Terminale Sequenzen in BACs sind ein Indiz für eine Position nahe dem Chromosomenende. 
Jedoch dürfen diese Resultate nicht unabhängig von den zytogenetischen Ergebnissen gewer-
tet werden. Um die Lokalisierung der BACs direkt am oder entfernt vom Chromosomenende 
näher zu untersuchen, wurden nachfolgend Fiber-FISH-Experimente durchgeführt. Diese 
Methode ist sehr aufwendig auszuwerten und ihre Anwendung nur sinnvoll, wenn der zu 
erwartende Abstand zwischen den untersuchten Regionen überbrückbar ist. Der BAC-Marker 
für Chr 1S ist proximal der 18S-5,8S-25S rDNA lokalisiert (siehe 3.3.2, Abb. 3.13 C); erst 
distal der rDNA wird das Chromosom durch zytologisch detektierbare Telomerarrays abge-
schlossen (Abb. 3.13 B). Der Chr 6S-spezifische BAC wurde durch FISH an Pachytänchro-
mosomen in deutlicher Entfernung zu den terminalen Sequenzen pAv34 und pLT11 lokali-
siert (Abb. 3.13 C). Da diese beiden BACs bei geringer Auflösung einen deutlichen Abstand 
zum Chromosomenende zeigen, sind die durch Southern-Hybridisierung detektierten Telo-
mersequenzen vermutlich intern lokalisiert. Die Entfernung dieser BACs zum Telomer ist an 
gestreckten Chromatinfasern nicht überbrückbar und wurde daher nicht in Fiber-FISH unter-
sucht. Der Nachweis von pAv34 in 110B19 (Chr 2N) sowie sein Hybridisierungsmuster auf 
Pachytänchromosomen sind Hinweise für eine terminale Lokalisierung dieses BACs. Er ist 
somit ein geeigneter Kandidat für Fiber-FISH und sollte darin keinen deutlichen Abstand zu 
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pAv34 zeigen. Für die verbleibenden 15 BACs ist durch die Ergebnisse der Southern-
Hybridisierung keine Aussage zu treffen, ob ihr Einsatz in Fiber-FISH sinnvoll ist. Die Kan-
didaten wurden nach zytogenetischen Kriterien gewählt (3.3.4). 
3.3.4 Ermittlung der Abstände der BAC-Marker zum Chromosomenende durch 
Fiber-FISH 
Für ausgewählte BACs, die auf Pachytänchromosomen keinen deutlichen Abstand zwischen 
BAC-Signal und pAv34- beziehungsweise Telomersignal zeigten, wurde eine nähere Distanz-
analyse mittels FISH an gestreckten Chromatinfasern durchgeführt.  
Ausgewählt wurden drei BACs, die in 3.3.2 (Abb. 3.14) der Gruppe 1 zugeordnet wurden 
(Chr 2N, Chr 4S und Chr 9S), sowie ein der Gruppe 2 zugeordneter BAC (Chr 3S). Der BAC 
110B19 (Chr 2N) enthielt nachweislich pAv34, so dass für ihn eine subtelomerische Lokali-
sierung zu erwarten war. An den Chromosomenenden Chr 4S und Chr 9S überlappten auf 
Pachytänbivalenten die Signale der BACs und der terminalen Sequenzen. Daraus wurde auf 
eine geringe Entfernung geschlossen, die sich in der Fiber-FISH näher untersuchen lassen 
sollte. Chr 3S wurde repräsentativ für jene Chromosomenenden analysiert, die auf Pachy-
tänpräparaten aneinandergrenzende, jedoch keine überlappenden Signale von terminalen 
Sequenzen und BACs zeigten. 
Das Chromatin aus Interphasekernen von B. vulgaris wurde auf Objektträgern gestreckt und 
diente als Hybridisierungstarget für den jeweiligen BAC als Referenz für den terminalen 
genetischen Marker und die Sonden pAv34 sowie pLT11 als Referenz für das Chromosome-
nende. Mit Hilfe des „Scale tool“ der ASI-Software wurde der Abstand (d) zwischen BAC 
und terminaler Sequenz in Mikrometer ermittelt. Die Messung des Abstands zwischen zwei 
Signalen ist möglich, da die chromosomale Struktur von gestrecktem Chromatin aufgelöst ist 
und nicht mehr in Eu- und Heterochromatin unterteilt werden kann. Durch das Mitführen 
einer Sonde von bekannter Länge, in diesem Fall des jeweils hybridisierten BACs, kann die 
ermittelte Distanz in Basenpaare umgerechnet werden. Der Quotient aus der Größe des BAC-
Inserts (in kb; siehe 3.3.3 Tab. 3.7) und der in Fiber-FISH gemessenen Länge des BACs (in 
µm) ergibt den Streckungsfaktor (SF) des Chromatins. Anhand des Streckungsfaktors wurde 
die Sequenzlänge des Abstands (D in kb) nach der Formel  
D = d · SF 
bestimmt. In den Präparaten wurden Streckungsfaktoren zwischen 3,5 und 6,0 kb/µm erreicht. 
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Die Ergebnisse für die Chromosomenenden 2N, 4S und 9S sind in Abb. 3.17 dargestellt. 
 
Abb. 3.17: Messung physikalischer Abstände durch Fiber-FISH 
Ausgewählte BAC-Marker (rot) wurden zeitgleich mit pLT11 (blau) zur Markierung der Telomere und der 
subtelomerischen Sonde pAv34 (gelb) auf gestreckte Chromatinfasern von B. vulgaris hybridisiert, um den 
Abstand (D) der BACs zum Chromosomenende zu ermitteln. Der Streckungsfaktor (SF) unterschied sich teil-
weise stark auf den verschiedenen Präparaten. Der Maßstab entspricht 10 µm. A) Zwei repräsentative Chroma-
tinfasern für Chr 2N sowie eine schematische Darstellung zeigen die Lokalisierung des BACs 110B19 nah am 
Telomer (Abstand im Durchschnitt etwa 15,5 kb). B) Zwei stellvertretende Aufnahmen sowie eine schematisier-
te Abbildung stellen das Hybridisierungsmuster von 92N14 (Chr 9S) auf gestrecktem Chromatin dar. In der 
Umgebung des BACs wurde in einem Abstand von durchschnittlich etwa 88,9 kb ein Telomersignal detektiert, 
das jedoch nicht eindeutig der gleichen DNA-Faser zuzuordnen war. Der gemessene Abstand ist daher als 
minimale Distanz zwischen BAC und Chromosomenende angegeben. C) In der Umgebung des BACs 42G10 
(Chr 4S) sind keine terminalen Sequenzen zu detektieren, die eindeutig dem gleichen Chromosomenende zuge-
ordnet werden können. Eine Messung des Abstands ist hier nicht möglich.  
 
Der BAC 110B19 (Chr 2N) befindet sich auf gestreckten Chromatinfasern in unmittelbarer 
Nähe zum Telomer (Abb. 3.17 A). In Messungen an 15 Fasern wurden Werte zwischen 
12,0 und 20,7 kb für den Abstand D ermittelt; der Durchschnitt beträgt 15,5 kb. Messwerte 
von Chromatinfasern, bei denen die Signalzuordnung nicht eindeutig ist, wurden nicht einbe-
zogen. Die ermittelten Werte geben die Distanz zwischen BAC und terminaler Sequenz an, 
die Lage der genetischen Marker auf dem BAC ist jedoch nicht bekannt. Für die terminalen 
genetischen Marker 2_2759 und 2_4860 lässt sich daher eine Entfernung zwischen etwa 
15,5 kb und, aufgrund der Länge des BACs von 120 kb (3.3.3), maximal 135,5 kb vom physi-
kalischen Ende (Telomer) ableiten; hierbei muss jedoch die starke Streuung der Werte be-
rücksichtigt werden. Die Satelliten-DNA pAv34 ist zwar auf dem BAC nachweislich vorhan-
den (3.3.3, 3.3.4), war jedoch an Chr 2N durch Fiber-FISH weder im Zielbereich des BACs 
noch zwischen BAC und Telomer detktierbar. Eine Abstandsmessung zwischen BAC und 
pAv34 war daher nicht durchführbar. 
Am Chromosomenende 9S wurde kein pAv34-Signal in unmittelbarer Nähe des BACs 92N14 
detektiert, das derselben Chromatinfaser hätte zugeordnet werden können. Da auf Metaphase- 
und Pachytänchromosomen ebenfalls kein pAv34-Signal detektierbar war, wurde der Abstand 
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zu Telomersequenzen untersucht. In Umgebung des BACs wurde in einem Abstand von 
durchschnittlich 88,9 kb (13 Messungen) ein Telomersignal detektiert (Abb. 3.17 B), eben-
falls bei einer starken Streuung der Werte von 50,3 kb bis 121,6 kb. Es handelte sich um einen 
sehr kurzen Targetbereich, so dass der genaue Verlauf der entsprechenden Telomerregion 
nicht festgestellt werden konnte. Aus diesem Grund und wegen der relativ großen Entfernung 
zum BAC konnte dieses Signal nicht eindeutig Chr 9S zugeordnet werden. Die festgestellte 
Distanz von 88,9 kb wurde folglich als minimaler Abstand von 92N14 zum physikalischen 
Ende klassifiziert. Der von den Ergebnissen der Fiber-FISH abgeleitete Mindestabstand des 
genetischen Markers zum Chromosomenende beträgt demnach 88,9 bis 219,4 kb unter Be-
rücksichtigung der BAC-Insertionsgröße von 130,5 kb.  
Trotz der kolokalisierenden Signale in FISH an Pachytänchromosomen ist der Abstand des 
BAC-Markers für Chr 4S zu terminalen Sequenzen offenbar zu hoch, um ihn durch Fiber-
FISH zu ermitteln. Dem BAC 42G10 konnte auf gestreckten Chromatinfasern kein pAv34-
Signal eindeutig zugeordnet und die Entfernung zum Chromosomenende somit nicht gemes-
sen werden (Abb. 3.17 C). 
Für den BAC-Marker von Chr 3S konnte durch Fiber-FISH wiederholt kein eindeutiges Sig-
nal detektiert werden. Möglicherweise ist der Anteil repetitiver DNA im BAC zu hoch, um 
auf gestrecktem Chromatin den Targetbereich Chr 3S zweifelsfrei nachzuweisen. Für das 
zugehörige Chromosomenende war demzufolge keine Abstandsmessung durchführbar. 
Da für Chr 4S, Chr 3S und Chr 9S keine eindeutigen Distanzmessungen möglich waren und 
die Streuung der Daten für Chr 2N extrem hoch war, wurden nachfolgend die Abstände an in-
silico-Chromosomen ermittelt (3.3.5). Der BAC 110B19 wurde außerdem molekulargenetisch 
untersucht, um enthaltene pAv34-Kopien zu analysieren und Ursachen aufzudecken, die ihre 
Detektion am Ende Chr 2N in Fiber-FISH verhinderten (3.3.6). 
3.3.5 Bestimmung der Abstände zwischen genetischen Markern und terminalen 
Sequenzen 
Exakte Distanzwerte zwischen terminalen genetischen Markern und endspezifischen Sequen-
zen wurden durch Sequenzanalysen ermittelt. Die entsprechenden in-silico-
Chromosomenabschnitte (Scaffolds) der Zuckerrübengenomsequenz (RefBeet 1.0; Dohm et 
al., in Begutachtung) wurden dafür auf ihren pAv34- und Telomergehalt hin untersucht und 
die Abstände zum genetischen Marker ermittelt. Die Orientierung von Scaffolds ist nicht 
gesichert (persönliche Information Juliane Dohm). Um die Strangorientierung der identifizier-
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ten in-silico-Chromosomenabschnitte festzustellen, wurde auf ihnen die Position terminaler 
Sequenzen als Referenz für die Chromosomenenden bestimmt (Abb. 3.18). Dadurch kann das 
distale Scaffoldende identifiziert werden. 
 
Abb. 3.18 Schema zur Orientierung von Scaffolds  
Chromosomenenden sind durch spezifische Sequenzen (Telomere und subtelomerische Satelliten-DNA) gekenn-
zeichnet. Scaffolds, die terminale Sequenzen, wie zum Beispiel Telomersequenzen (blau) enthalten, können 
durch die Position dieser Bereiche orientiert werden. Die Position des Scaffolds am 3’- oder 5’-Ende des in-
silico-Chromosoms wird durch den genetischen Marker (M, rot) definiert. Das dargestellte Scaffold muss in die 
revers-komplementäre (rev) Sequenz umgewandelt werden, um die 5’→3’-Sequenz des in-silico-Chromosoms 
wiederzugeben. 
 
Die in-silico-Chromosomenabschnitte, welche die durch BACs verifizierten terminalen gene-
tischen Marker enthalten, wurden mit den Programmen Geneious und BioEdit analysiert 
(Abb. 3.19). Um diese Scaffolds zu identifizieren, wurde die RefBeet 1.0 gegen die entspre-
chende Markersequenz als Referenz assembliert. Regionen mit Homologien zu weiteren 
terminalen genetischen Markern wurden durch BLASTn der Scaffolds gegen die lokale Mar-
kerdatenbank (2.1.8, Tab. 2.8) identifiziert. Die Datenbank besteht aus den von KWS Saat 
AG zur Verfügung gestellten Sequenzen der 38 terminalen genetischen Marker. Bereiche mit 
pAv34-Homologie wurden durch BLASTn der Scaffolds gegen pAv34 als Referenzsequenz 
ermittelt. Bereiche mit Homologie zur 18S-5,8S-25S rDNA auf dem Chr 1S zugeordneten 
Scaffold wurden durch BLASTn des Scaffolds gegen die Sequenz der Sonde pZR18S als 
Referenz bestimmt. Telomersequenzen innerhalb der in-silico-Chromosomenabschnitte wur-
den durch Suche des Motivs TTTAGGG identifiziert.  
Auf den Scaffolds wurden folgende Distanzen nukleotidgenau ermittelt: 
1) der Abstand der auf den Scaffolds lokalisierten genetischen Marker zueinander 
2) der Abstand zwischen den genetischen Markern und pAv34-Bereichen mit einer Län-
ge von mindestens 50 Nukleotiden  
3) der Abstand zwischen genetischen Markern und Telomerarrays von mindestens fünf 
tandemartig angeordneten Telomermotiven. 
Die für die Nord- und Südenenden der Chromosomen 1-9 identifizierten Scaffolds sind in 
Abb. 3.19 dargestellt.  
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Abb. 3.19: Schematische Darstellungen der Scaffolds mit terminalen genetischen Markern  
Für jedes Chromosomenende ist das Scaffold dargestellt, das den terminalen genetischen Marker des armspezifi-
schen BACs enthält. Die Sequenzen sind jeweils in 5’→3’-Richtung angegeben; revers-komplementäre Sequen-
zen sind im Namen (rev) gekennzeichnet. Die Positionen von genetischen Markern, pAv34 und Telomeren auf 
den in-silico-Chromosomenabschnitten sind dargestellt (Farbcodierung siehe Legende in A); die Pfeilrichtung 
gibt ihre Orientierung wieder. Über den Scaffolds und Scaffoldausschnitten sind mindestens für das erste und 
letzte Nukleotid die Positionen angegeben. Das distale Scaffoldende wurde durch pAv34-Bereiche beziehungs-
weise Telomermotivarrays identifiziert. Die Region von den genetischen Markern bis zum distalen Scaffoldende 
(im Gesamtscaffold grau unterlegt) sowie der pAv34-Bereich bis zum distalen Scaffoldende sind jeweils vergrö-
ßert dargestellt. Darin sind nicht sequenzierte Abschnitte gekennzeichnet (dunkelgrau). Das Scaffold für Chr 7S 
enthält einen internen pAv34-Bereich (G). Auf allen Scaffolds waren Telomersequenzen vorhanden. Im Scaffold 
von Chr 2N (B) wurden zwei und in den Scaffolds von Chr 3N (C) und Chr 6N (F) je ein Telomermotivarray 
(blau unterlegt) detektiert. Die Vergrößerung dieser Regionen zeigt die tandemartige Anordnung von perfekten 
und modifizierten Motiven. Für Chr 4N wurde eine Clusterung von Telomermotiven, jedoch kein Array detek-
tiert (D). Für die Chromosomenenden 1S (A), 2S (B), 8N (H) und 9S (I) wurden in den Scaffolds keine termina-
len Sequenzen detektiert. Das Scaffold von Chr 1S enthält zwei kurze Bereiche (246 und 402 Basen) mit Homo-
logie zur 18S-5,8S-25S rDNA. 
 
Die von KWS Saat AG zur Verfügung gestellten und in silico detektierten Markersequenzen 
waren nicht immer vollkommen identisch. In der Markersequenz 9_5039 wurden auf 
Bvchr9.sca026 (Chr 9S) inserierte Bereiche gegenüber den Markerdaten von KWS Saat AG 
festgestellt.  
Auf allen Scaffolds sind dispers verteilte Telomermotive (TTTAGGG) zu finden. An den 
5’-Enden von Bvchr2.un.sca001 (Chr 2N) und Bvchr3.sca001 (Chr 3N) sowie am 3’-Ende 
von 0098.scaffold00338 (Chr 6N) wurden tandemartig angeordnete, teilweise veränderte 
Telomermotive detektiert (Abb. 3.19 B, C, F). Sie stellen sehr wahrscheinlich proximale 
Telomerbereiche dar, die häufig divergierte Telomersequenzen enthalten. Auf Bvchr4.sca001 
(Chr 4N) wurde eine interne Häufung von Telomersequenzen festgestellt, die jedoch keine 
Arrays bilden (Abb. 3.19 D). In den Scaffolds Bvchr1.sca008 (Chr 1S) und Bvchr6.sca028 
(Chr 6S) hingegen, für die in den zugehörigen BACs durch Southern-Hybridisierung Telo-
mersequenzen nachweisbar sind (3.3.3), ist keine Häufung von Telomermotiven innerhalb der 
möglichen BAC-Bereiche zu erkennen (Abb. 3.19 A, F).  
Für jedes identifizierte Scaffold wurden die Distanzen zwischen den detektierten genetischen 
Markern sowie zwischen diesen Markern und terminalen Sequenzen ermittelt (Tab. 3.8). Auf 
Bvchr1.sca008 (Chr 1S), Bvchr2.sca018 (Chr 2S), Bvchr8.sca001 (Chr 8N) und 
Bvchr9.sca026 (Chr 9S) sind keine terminalen Sequenzen detektierbar; für diese Scaffolds 
wurde daher von der Nukleotidposition, von welcher der verifizierte genetische Marker den 
geringsten Abstand zum Scaffoldende aufweist, der Minimalabstand zum Chromosomenende 
abgeleitet. Für die verbleibenden 14 Enden wurden zwischen pAv34 und den zytogenetisch 
verankerten Markersequenzen Distanzen von 4,08 kb (Chr 2N) bis 1,48 Mb (Chr 9N) ermit-
telt. Der Median liegt abhängig davon, ob beide oder nur der distal auf den Scaffolds lokali-
sierte Marker berücksichtigt werden, bei 193 kb beziehungsweise 196 kb. 
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Tab. 3.8: Distanzen zwischen genetischen Markern und terminalen Sequenzen auf in-silico-Chromosomen 
Scaffold  
 
Länge 
[Mb]  
Marker DpAv34-M 
[kb]  
DTel-M 
[kb]  
Dmin 
[kb] 
DM-M 
[kb] 
Anmerkungen 
Chromosom 1        
Bvchr1.sca001 8,26 1_2937 172 - - 8 
  1_3793 164 - -  
 
Bvchr1.sca008 2,36 1_3888 - - 572 166 
  1_2309 - - -  
zwei interne Bereiche 
(246 und 402 Basen) mit 
pZR18S-Homologie  
Chromosom 2        
Bvchr2.un.sca001 0,35 2_2759 4* 19,4; 29,8 - 3 
  2_4860 7* 22,7; 33,1 -  
Telomerarrays 5’-seitig; 
Telomervarianten  
Bvchr2.sca018 2,56 2_3192 - - 773 773 
  2_4958 - - -  
BAC 71I24 (2_4958) 
interkalar 
Chromosom 3        
Bvchr3.sca001  2,49 3_4507 318 337 - 31 
  3_4995 287 306 -  
Telomerarray 5’-seitig; 
Telomervarianten 
Bvchr3.sca012 0,76 3_2641 665 - - 213 
  3_5120 451 - -  
 
Chromosom 4        
Bvchr4.sca001 4,51 4_4363 205 - - 185 
  4_4326 19 - -  
Telomermotivcluster um 
Nt 4,38 · 106 
Bvchr4.sca017 0,51 4_5057 152 - - 198 
  4_2892 351 - -  
 
Chromosom 5        
Bvchr5.un.sca001 0,52 5_4890 192 - - 6 
  5_4394 186 - -  
 
Bvchr5.sca025 1,62 5_4060 413 - - 72 
  5_3442 341 - -  
 
Chromosom 6        
0098.scaffold00338 0,52 6_4895 64 74,6 - - Telomerarray 3’-seitig; 
Telomervarianten  
Bvchr6.sca028 4,67 6_4682 533 - - 916 
  6_3944 1450 - -  
 
Chromosom 7        
Bvchr7.sca001 4,55  7_4047 155 - - 3393 
  7_4359 3549 - -  
BAC 2H19 (7_4359) 
perizentromerisch 
Bvchr7.sca021 10,43 7_4448 53 - - 29 
   8436 - -  
  7_4823 24 - -  
   8466 - -  
zweiter pAv34-Block 5’-
seitig der Marker (nicht 
terminal) 
Chromosom 8        
Bvchr8.sca001 2,86 8_2221 - - 853 -  
Bvchr8.sca018 7,39 8_3801 816 - - 632 
  8_6143 184 - -  
 
Chromosom 9        
Bvchr9.sca001 2,29 9_4595 1484 - - - zusätzliche Markerteilse-
quenz (~200 Basen) 3'-
seitig des Markerbereichs 
(Abstand nicht bestimmt)
Bvchr9.sca026 8,58 9_3315 - - 423 166 
  9_5039 - - -  
9_5039 mit Insertion 
gegenüber Markerdaten  
DpAv34-M: Abstand zwischen pAv34 und Marker; DTel-M: Abstand zwischen Telomer und Marker; DM-M: Abstand 
zwischen zwei Markersequenzen; Dmin: geringster Abstand des Markers zum Scaffoldende; 
Nt: Nukleotidposition; auf armspezifischen BACs vorhandene genetische Marker sind fettgedruckt; *siehe 3.3.6 
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Auf den Scaffolds von Chr 2S beziehungsweise Chr 7N liegen die beiden genetischen Marker 
in einem vergleichsweise geringen Abstand zueinander. Auf Chromosomen wurde jeweils ein 
Marker distal, der andere jedoch interkalar lokalisiert (3.1.2). Nach den Ergebnissen der 
BAC-FISH wäre für beide Chromosomenenden eine deutliche Distanz der Markersequenzen 
zueinander zu erwarten. Auf den Scaffolds sind sie jedoch nur 0,78 Mb (Chr 2S) beziehungs-
weise 3,4 Mb (Chr 7N) voneinander entfernt. Der homologe Bereich zu 7_4359 (Chr 7N) ist 
jedoch nicht vollständig; er beträgt 248 bp von etwa 600 bp.  
Auf Bvchr7.sca021 (Chr 7S) wurden zwei pAv34-Blöcke festgestellt (Abb. 3.19 G). Ein 
pAv34-Bereich ist distal lokalisiert und ein weiterer liegt intern etwa 8 Mb von den termina-
len genetischen Markern entfernt.  
Zwischen Markersequenz(en) und pAv34 sowie innerhalb und angrenzend der Satelliten-
DNA-Sequenzen liegen häufig nicht sequenzierte Bereiche, zum Beispiel auf den Scaffolds 
von Chr 1N und Chr 2N (Abb. 3.19 A, B Pfeil). Meist endet das Scaffold in pAv34-Regionen, 
zum Beispiel am distalen Ende von Chr 3S (Abb. 3.19 C). Man kann davon ausgehen, dass 
die nicht sequenzierten Blöcke in den Zwischenbereichen und flankierenden Regionen der 
Satelliten-DNA sowie die Regionen nach Abbruch des Scaffolds weitere pAv34-Sequenzen 
enthalten. Des Weiteren können stärker divergierte Telomersequenzen vorliegen, die in die 
Bestimmung der Abstände nicht einbezogen wurden.  
Die Scaffolds wurden basierend auf der Lage von terminalen Sequenzen orientiert. In vier der 
18 identifizierten Scaffolds (Chr 1S, Chr 2S, Chr 8N, Chr 9S) ist pAv34 jedoch nicht detek-
tierbar. Scaffold Bvchr1.sca008 (Chr 1S) enthält zwei interne Bereiche mit Homologie zur 
18S-5,8S-25S rDNA. Sie sind jedoch nur 246 und 402 Nukleotide lang und demzufolge nicht 
Bestandteil der rRNA-Genarrays. Sie wurden daher nicht verwendet, um das Scaffold zu 
orientieren. Um die distalen Scaffoldenden zu ermitteln, wurden die Ergebnisse der FISH auf 
Pachytänchromosomen (3.3.2) einbezogen. Den nach ihrem FISH-Muster in Gruppen einge-
teilten BACs (Abb. 3.14) wurden die bioinformatisch ermittelten Distanzen zwischen geneti-
schem Marker und terminaler Sequenz gegenübergestellt (Abb. 3.20 A). In den Gruppen 1 
und 2 wurden die genetischen Marker in einem Abstand bis zu 0,67 Mb von pAv34 lokalisiert 
(Chr 3N). Chr 1S und Chr 9S zeigen dicht benachbarte Signale von BAC und 18S-5,8S-25S 
rDNA beziehungsweise Telomer (Abb. 3.20 B). Für diese Chromosomenenden ist es daher 
unwahrscheinlich, dass die genetischen Marker 1,8 beziehungsweise 8,2 Mb von terminalen 
Sequenzen entfernt sind. Die rDNA beziehungsweise die Telomersequenz ist somit 3’-seitig 
der Scaffolds zu erwarten. 
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Abb. 3.20: Vergleich von Distanzen auf Pachytänchromosomen und in-silico-Chromosomenabschnitten 
Die Hybridisierungsmuster der armspezifischen BACs auf Pachytänchromosomen sind den bioinformatisch 
ermittelten Abständen zwischen genetischem Marker und terminaler Sequenz gegenübergestellt. A)  Spanne der 
bioinformatisch ermittelten Entfernungen innerhalb der Gruppen (Kriterien siehe 3.3.2): Minimal- und Maxi-
malwert sowie das FISH-Muster der zugehörigen BACs auf Pachytänchromosomen sind abgebildet. Chromoso-
menenden mit dazwischenliegenden Werten sind in der entsprechenden Reihenfolge aufgelistet. B) Die aufge-
führten in-silico-Chromosomenabschnitte enthalten keine terminalen Sequenzen, so dass bioinformatisch nur die 
Abstände zu den Scaffoldenenden (Dmin1 und 2) ermittelt werden konnten. Die Lage der rDNA beziehungsweise 
des Telomers relativ zu den Sacffolds der Chromosomenenden 1S und 9S wurde vom Hybridisierungsmuster der 
BACs durch Ausschluss der unwahrscheinlichen Lage (rotes Kreuz) hergeleitet; die Distanz bleibt offen. Die 
Schemata der Scaffolds sind nicht maßstabsgetreu.  
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Um die identifizierten Scaffolds zu orientieren, wurde die Position der terminalen Sequenzen 
auf dem Scaffold mit der Position des Scaffolds auf dem in-silico-Chromosom verglichen. 
Bei einer korrekten Orientierung des Abschnitts stimmen die Position des Scaffolds mit der 
Lage der terminalen Sequenzen überein, das heißt, es sind beide dem 5’- oder beide dem 3’-
Ende zugeordnet (Abb. 3.21, Tab. 3.9). Die in-silico-Position des Chromosomenabschnitts 
lässt sich von der Bezeichnung des Scaffolds ableiten. Die Ziffer nach „Bvchr“ kennzeichnet 
das in-silico-Chromosom und die Nummer des Scaffolds („sca“) die Anordnung und Lage 
darauf. Scaffolds mit der niedrigsten und höchsten Nummer stellen das 5’- beziehungsweise 
3’-Ende des in-silico-Chromosoms dar (persönliche Information Juliane Dohm). Mit Hilfe der 
Anzahl an Scaffolds, die den in-silico-Chromosomen jeweils zugeordnet sind (Tab. 1.1), 
wurde für jeden Abschnitt ermittelt, ob er terminal positioniert ist und an welchem Ende er 
liegt. 
Die Scaffolds Bvchr2.un.sca001 und Bvchr5.un.sca001 tragen den Zusatz „un“, der bedeutet, 
dass zwar ihre Zuordnung zu in-silico-Chromosomen bekannt ist, nicht jedoch ihre genaue 
Lage (persönliche Information Juliane Dohm). Dem Abschnitt 0098.scaffold00338 fehlt die 
chromosomale Zuordnung. Diese Scaffolds enthalten die genetischen Marker für Chr 2N, 
Chr 5N beziehungsweise Chr 6N. Die Lage der Marker an diesen Chromosomenenden wurde 
durch BAC-FISH verifiziert (3.1.3 Abb. 3.9). Da die Scaffolds der Chromosomenenden 2S, 
5S und 6S an den 3’-Enden der in-silico-Chromosomen liegen, können die nicht zugeordneten 
Scaffolds 5’-seitig positioniert werden. 
Die Scaffolds Bvchr5.un.sca001 (Chr 5N), 0098.scaffold00338 (Chr 6N) und Bvchr9.sca001 
(Chr 9N) sind jeweils am 5’-Ende des in-silico-Chromosoms lokalisiert; pAv34 ist auf ihnen 
am 3’-Ende positioniert. Diese Scaffolds müssen demnach in die revers-komplementäre Se-
quenz (rev) orientiert werden. 
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Abb. 3.21: Orientierung der terminalen Scaffolds auf den in-silico-Chromosomen 
Die Chromosomen (Chr; grau) sind schematisch als Einzelstränge dargestellt; die Chromosomenenden sind 
durch Telomere und subtelomerisch lokalisierte pAv34-Sequenzen (entsprechend der FISH-Daten) gekennzeich-
net. Die Scaffolds wurden durch die terminalen genetischen Marker (Bezeichnung im Schema jeweils unterhalb) 
identifiziert. Durch die Lokalisierung von pAv34 oder Telomermotivarrays an den Scaffoldenden lassen sich die 
Abschnitte der in-silico-Chromosomen in 5’→ 3’-Richtung der kontinuierlichen Sequenz orientieren. Auf Chr 6 
ist am Nordende pAv34 nicht dargestellt, da es durch FISH dort nicht nachgewiesen wurde; im zugehörigen 
Scaffold liegen jedoch pAv34-Bereiche vor. Scaffolds, die in die revers-komplementäre Nukleotidsequenz 
umgewandelt (umorientiert) werden müssen, sind rot hervorgehoben und durch „rev“ gekennzeichnet. Die 
Scaffolds der Chromosomenenden 2S und 8N enthalten keine terminalen Sequenzen und waren durch diese 
Methodik nicht orientierbar; sie sind in beiden Orientierungen dargestellt und mit einem Fragezeichen gekenn-
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zeichnet. *Die Scaffolds von Chr 9S und Chr 1S enthalten ebenfalls keine terminalen Sequenzen; sie wurden 
durch Einbeziehen der Ergebnisse der Pachytän-FISH orientiert (Erläuterungen im Text und in Abb. 3.20). Die 
Größenverhältnisse sind nicht maßstabsgetreu. 
 
Die Ergebnisse zu in den Scaffolds enthaltenen genetischen Markern sowie zur Position und 
Orientierung von Scaffolds sind in Tab. 3.9 zusammengefasst. 
Tab. 3.9: Positionierung und Orientierung der in-silico-Chromosomenabschnitte  
Scaffold Lage auf in-silico-
Chromosom 
Marker  BAC-
Marker 
chromosoma-
le Position 
Lage pAv34/ 
Telomer 
Orientie-
rung 
Chromosom 1       
Bvchr1.sca001 terminal 5’ 1_2937 6G2 1N 5’-seitig 5’→3’ 
  1_3793 6G2    
Bvchr1.sca008 terminal 3’ 1_3888 70E11 1S - n.b. 
  1_2309  -     
Chromosom 2       
Bvchr2.un.sca001 nicht zugeordnet 2_2759 110B19 2N 5’-seitig 5’→3’ 
  2_4860 110B19    
Bvchr2.sca018 terminal 5’ 2_3192 33K7 2S - 5’→3’ 
  2_4958  -     
Chromosom 3       
Bvchr3.sca001  terminal 5’ 3_4507 65L12 3N 5’-seitig 5’→3’ 
  3_4995 65L12    
Bvchr3.sca012 terminal 3’ 3_2641 33E12 3S 3’-seitig 5’→3’ 
  3_5120  -     
Chromosom 4       
Bvchr4.sca001 terminal 5’ 4_4363 45L24 4N 5’-seitig 5’→3’ 
  4_4326  -     
Bvchr4.sca017 terminal 3’ 4_5057 42G10 4S 3’-seitig 5’→3’ 
  4_2892  -     
Chromosom 5       
Bvchr5.un.sca001 nicht zugeordnet 5_4890 4C10 5N 3’-seitig 3’→5’ 
  5_4394 4C10    
Bvchr5.sca025 terminal 3’ 5_4060 31P22 5S 3’-seitig 5’→3’ 
  5_3442 31P22    
Chromosom 6       
0098.scaffold00338 ohne Chromosomenzu-
ordnung 
6_4895 51K7 6N 3’-seitig 3’→5’ 
Bvchr6.sca028 terminal 3’ 6_4682 54M10 6S 3’-seitig 5’→3’ 
  6_3944  -     
Chromosom 7       
Bvchr7.sca001 terminal 5’ 7_4047 38D8 7N 5’-seitig 5’→3’ 
  7_4359  -     
Bvchr7.sca021 terminal 3’ 7_4448 19H23 7S 3’-seitig 5’→3’ 
  7_4823  -     
Chromosom 8       
Bvchr8.sca001 terminal 5’ 8_2221 26O24 8N - n.b. 
Bvchr8.sca018 terminal 3’ 8_3801 72D13 8S 3’-seitig 5’→3’ 
  8_6143  -     
Chromosom 9       
Bvchr9.sca001 terminal 5’ 9_4595 66A10 9N 3’-seitig 3’→5’ 
Bvchr9.sca026 terminal 3’ 9_3315 92N14 9S - 5’→3’ 
  9_5039  -    
N: Nord; S: Süd; n. b.: nicht bestimmbar; 5’→3’: entspricht Orientierung des in-silico-Chromosoms; 3’→5’: 
entspricht revers-komplementärer Sequenz des in-silico-Chromosoms 
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Von 16 der 18 Scaffolds wurde die Orientierung bestimmt und auf 14 Abschnitten der Ab-
stand terminaler Marker zu pAv34 beziehungsweise Telomersequenzen bestimmt. Aufgrund 
von nicht sequenzierten Bereichen zwischen terminalen Sequenzen und genetischen Markern 
können die Distanzen geringer sein als die bioinformatisch ermittelten Werte. 
3.3.6 Analyse einer Subfamilie der Satelliten-DNA pAv34 
Der Nachweis von pAv34 im BAC 110B19 durch Southern-Hybridisierung und die eindeuti-
ge Lokalisierung des BACs am Ende von Chr 2N machen ihn zu einem idealen Untersu-
chungsobjekt, um Satelliten-DNA-Sequenzen in Bezug auf ihre chromosomale Herkunft zu 
analysieren und Bereiche mit unbekannter Sequenz im zugehörigen in-silico-
Chromosomenabschnitt zu entschlüsseln. Das Vorkommen von pAv34-Varianten am physi-
kalischen Chromosomenende 2N wurde durch Southern-Hybridisierung und partielle Sequen-
zierung des BACs untersucht. Diese pAv34-2N-Sequenzen wurden mit genomweit verbreite-
ten pAv34-Volllängenmotiven verglichen, um das chromosomenspezifische Vorkommen von 
pAv34-Varianten zu überprüfen. 
Der BAC wurde zunächst durch Restriktionsanalysen untersucht, um den Gehalt und die 
Anordnung von pAv34 auf 110B19 einzuschätzen. Anschließend wurde von dem BAC eine 
Subklonbank erstellt und durch Koloniehybridisierung der Anteil pAv34-enthaltender Klone 
ermittelt. Positive Subklone wurden sequenziert, um die erhaltenen Sequenzdaten innerhalb 
des für Chr 2N identifizierten in-silico-Chromosomenabschnitts zu positionieren. Vollständi-
ge Monomersequenzen wurden zudem mit allen pAv34-Volllängenkopien verglichen, die aus 
der Datenbank nichtassemblierter Einzelsequenzen der Zuckerrübengenomsequenz  
(RefBeet 0.2 unassembl.) identifiziert wurden. Zusätzlich wurde ein Vergleich dieser Daten 
mit allen Volllängenkopien, die aus den zusammengesetzten Sequenzen der RefBeet 1.0 
isoliert wurden, durchgeführt.  
Zur Analyse der Kopienzahl wurde 110B19 mit den Enzymen RsaI, DraI, ApaI restringiert, 
da sie eine Erkennungssequenz in pAv34 aufweisen, sowie zusätzlich mit EcoRI, das nach 
Überprüfung bisher vorliegender Sequenzdaten nicht in pAv34 schneidet. Die DNA-
Fragmente wurden in einem Agarosegel nach ihrer Größe aufgetrennt, auf eine Nylonmemb-
ran übertragen und diese Membran mit einer repräsentativen pAv34-Sonde hybridisiert 
(Abb. 3.22). Je nach Enzym sind zwei bis vier definierte pAv34-Banden nachweisbar, darun-
ter die für pAv34 typischen Fragmentgrößen von etwa 180 bp bei RsaI- und DraI-, sowie von 
etwa 360 bp bei RsaI-, DraI- und ApaI-restringierter DNA. Ein für Satelliten-DNA typisches 
Leitermuster wurde nicht detektiert. Das Hybridisierungsmuster in Abb. 3.22 ist somit ein 
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Hinweis darauf, dass mehrere Kopien von pAv34 auf dem BAC 110B19 vorkommen, jedoch 
kein großes Tandemarray vorliegt. Die Restriktion mit EcoRI ergab zwei Banden bei etwa 
1500 bp und 5000 bp. Da beide Banden gleiche Signalintensitäten aufweisen, beträgt der zu 
pAv34 homologe Bereich im größeren Fragment vermutlich ebenfalls maximal 1500 bp. 
Demnach werden 3 kb oder weniger des BACs durch Sequenzen mit pAv34-Homologie 
gebildet. 
 
Abb. 3.22: Restriktionsanalyse des BACs 110B19 
Enzymatisch fragmentierte DNA des BACs 110B19 wurde elektrophoretisch aufgetrennt (links), anschließend 
auf eine Nylonmembran transferiert und gegen pAv34 hybridisiert (rechts). Für Satelliten-DNA typische Frag-
mentgrößen sind in DraI- und RsaI-restringierter BAC-DNA bei etwa 180 bp und 360 bp und in ApaI-
restringierter DNA bei 360 bp durch pAv34 nachweisbar. Die Restriktion mit ApaI und DraI ergibt zudem 
Banden höheren Molekulargewichts. Mit EcoRI geschnittene DNA zeigt zwei pAv34-positive Fragmente von 
etwa gleicher Signalintensität (Pfeile); Satelliten-DNA-typische Fragmentgrößen sind nicht nachweisbar. 
 
Um die pAv34-Kopienzahl genauer abschätzen zu können und um Klone mit Insertgrößen zu 
erzeugen, die durch eine konventionelle Sanger-Sequenzierreaktion vollständig sequenzierbar 
sind, wurde aus 110B19 eine Subklonbank erstellt. Zur Identifikation der Subklone mit 
pAv34-Insertionen wurden von der Bank Koloniefilter angefertigt und mit der subtelomeri-
schen Satelliten-DNA hybridisiert (Abb. 3.23). Von 768 wurden 16 Subklone (2,08 %) als 
pAv34-positiv identifiziert, die, auf die Gesamtgröße von 110B19 mit etwa 120 kb (3.3.1) 
bezogen, geschätzt 2500 bp pAv34 entsprechen. Bei durchschnittlich 360 bp je Einheit enthält 
der BAC demnach vermutlich zwischen sechs und sieben Kopien. An diesen Werten wurde 
sich für die folgende Sequenzanalyse orientiert. Mögliche Abweichungen durch die Insertion 
von unvollständigen oder mehreren Satelliten-DNA-Monomeren in einzelnen Subklonen 
wurden berücksichtigt. 
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Abb. 3.23: Verteilung pAv34-positiver Klone in der Subklonbank des BACs 110B19 
Auf Koloniefiltern der 110B19-Subklonbank wurden nach pAv34-Hybridisierung 16 positive Klone identifiziert. 
 
Die Plasmide von elf identifizierten Klonen wurden isoliert und sequenziert. Bereiche mit 
Homologie zu pAv34 wurden durch BLASTn der erhaltenen Sequenzen gegen Referenzse-
quenzen der Satelliten-DNA (EMBL-Akzession: AM076742-6) ermittelt. Die Subklone 1D20 
und 1L2 wurden aufgrund einer Verunreinigung durch weitere Plasmide nicht für den nach-
folgenden Sequenzvergleich verwendet. Die Insertionen der sequenzierten Plasmide waren im 
Durchschnitt 1 kb lang. Bei 768 Klonen ist der BAC somit etwa sechsfach abgedeckt. Die 
Mehrfachabdeckung des BACs und die geringe zu erwartende pAv34-Kopienzahl ermöglich-
ten, zwei Contigs aus den verbleibenden neun Klonen zu bilden (Subklon-Contig 1 und 2). 
Dabei wurde eine hundertprozentige Identität der Überlappungsbereiche vorausgesetzt. Sub-
klon-Contig 1 setzt sich aus den Insertionssequenzen der Subklone 2J24, 1F13 und 1D11 
zusammen und umfasst eine Gesamtlänge von 1204 bp (Abb. 3.24); Subklon-Contig 2 wird 
aus den Subklonen 1C15, 1I19, 1N19, 1D19, 1G11, 1A12 gebildet und umfasst eine Länge 
von 2034 bp (Abb. 3.25). Der pAv34-homologe Bereich umfasst 1052 bp (Subklon-Contig 1) 
und 1284 bp (Subklon-Contig 2). An fünf von sechs Übergängen zwischen einzelnen  
(Teil-)Kopien liegt am 5’-Ende gegenüber der Referenzsequenz ein zusätzliches Cytosin vor 
(Stern). 
Die Möglichkeit einer fehlerhaften Assemblierung der Subklonsequenzen aufgrund des repe-
titiven Charakters von pAv34 wurde durch den Vergleich der Subklon-Contig-Daten mit den 
Ergebnissen der Restriktionsanalyse und der Koloniehybridisierung überprüft. Subklon-
Contig 2 enthält zwei EcoRI-Schnittstellen an den Nukleotidpositionen 132 und 1610. Das 
entstehende Fragment von 1479 bp enthält einen pAv34-homologen Bereich von 1152 bp und 
erklärt die 1,5 kb-Bande in der Southern-Hybridisierung des EcoRI-restringierten BACs 
(Abb. 3.22). Da für das zweite detektierte Fragment ein ähnlicher pAv34-Sequenzanteil zu 
vermuten ist, ergibt sich aus der Restriktionsanalyse ein Gesamtwert von etwa 2300 bp und 
entspricht fast genau dem für die assemblierten Subklonsequenzen ermittelten Gesamtwert.  
3 Ergebnisse
94
 
 
A
bb
. 3
.2
4:
 A
ss
em
bl
ie
ru
ng
 d
er
 S
ub
kl
on
e 
2J
24
, 1
F1
3 
un
d 
1D
11
 z
u 
Su
bk
lo
n-
C
on
tig
 1
 
Su
bk
lo
n-
C
on
tig
 1
 (A
) 
se
tz
t s
ic
h 
au
s 
de
n 
üb
er
la
pp
en
de
n 
Su
bk
lo
ne
n 
2J
24
, 1
F1
3 
un
d 
1D
11
 z
us
am
m
en
. E
in
 1
05
2 
bp
 u
m
fa
ss
en
de
r 
B
er
ei
ch
 z
ei
gt
 in
 d
er
 K
on
se
ns
us
se
qu
en
z 
(B
) 
pA
v3
4-
H
om
ol
og
ie
 (g
el
b)
 u
nd
 e
nt
hä
lt 
zw
ei
 v
ol
ls
tä
nd
ig
e 
pA
v3
4-
2N
-K
op
ie
n 
(g
rü
n)
. D
ie
 5
’-
En
de
n 
vo
n 
pA
v3
4-
2N
-K
op
ie
 3
 u
nd
 d
er
 T
ei
lk
op
ie
 m
it 
un
vo
lls
tä
nd
ig
er
 H
om
ol
og
ie
 
en
th
al
te
n 
ge
ge
nü
be
r d
er
 p
A
v3
4-
R
ef
er
en
zs
eq
ue
nz
 e
in
 z
us
ät
zl
ic
he
s C
yt
os
in
 (S
te
rn
). 
 
3 Ergebnisse
95
 
 
A
bb
. 3
.2
5:
 A
ss
em
bl
ie
ru
ng
 d
er
 S
ub
kl
on
e 
1C
15
, 1
I1
9,
 1
N
19
, 1
D
19
, 1
G
11
 u
nd
 1
A
12
 z
u 
Su
bk
lo
n-
C
on
tig
 2
 
Su
bk
lo
n-
C
on
tig
 2
 (A
) b
es
te
ht
 a
us
 d
en
 ü
be
rla
pp
en
de
n 
Su
bk
lo
ne
n 
1C
15
, 1
I1
9,
 1
N
19
, 1
D
19
, 1
G
11
 u
nd
 1
A
12
. D
ie
 K
on
se
ns
us
se
qu
en
z 
(B
) e
nt
hä
lt 
ei
ne
n 
12
84
 b
p 
um
fa
ss
en
de
n 
pA
v3
4-
B
er
ei
ch
 (g
el
b)
 u
nd
 z
w
ei
 E
co
R
I-
Sc
hn
itt
st
el
le
n 
(P
fe
ile
). 
Zw
is
ch
en
 d
en
 e
in
ze
ln
en
 z
um
 T
ei
l v
ol
ls
tä
nd
ig
en
 (g
rü
n)
 u
nd
 z
um
 T
ei
l u
nv
ol
ls
tä
nd
ig
en
 K
op
ie
n 
w
ur
de
 g
eg
en
üb
er
 
de
r p
A
v3
4-
R
ef
er
en
zs
eq
ue
nz
 e
in
 z
us
ät
zl
ic
he
s G
ua
ni
n 
de
te
kt
ie
rt 
(S
te
rn
; e
nt
sp
ric
ht
 e
in
em
 C
yt
os
in
 a
m
 5
’-
En
de
 d
er
 5
’→
3’
 o
rie
nt
ie
rte
n 
pA
v3
4-
R
ef
er
en
zs
eq
ue
nz
). 
3 Ergebnisse 
96 
Innerhalb der Scaffoldsequenz Bvchr2.un.sca001 (Chr 2N) sind zum Teil große unsequenzier-
te Bereiche zu finden; ein Block grenzt direkt an pAv34 an (Abb. 3.26). Um zu untersuchen, 
ob zumindest ein Teil des nicht sequenzierten Bereiches durch pAv34-Sequenzen gebildet 
wird, wurde der in-silico-Chromosomenabschnitt zwischen den terminalen Sequenzen und 
den genetischen Markern näher analysiert und die ermittelten pAv34-2N-Daten integriert. 
Dafür wurden die Sequenzen der pAv34-positiven 110B19-Subklone beziehungsweise der 
daraus gebildeten Subklon-Contigs gegen die Scaffoldsequenz assembliert.  
Die Subklon-Contigs wurden durch die unikalen Regionen im Scaffold positioniert und sind 
dort vollkommen identisch mit der Scaffoldsequenz (100 % Homologie). Der pAv34-Bereich 
auf Subklon-Contig 1 ist zum größten Teil (633 Basen) ebenfalls identisch mit der Scaffold-
sequenz, dann treten jedoch Divergenzen auf (Abb. 3.26 Vergrößerung) und die Homologie 
beträgt nur noch 93 %. Diese Divergenzen sind vermutlich auf Fehlassemblierung des pAv34-
Bereiches in der RefBeet 1.0 zurückzuführen. Das Subklon-Contig ist in diesem Bereich 
durch drei Klone abgedeckt (Abb. 3.24 A, Bereich zwischen Nukleotidposition 287-421), 
deren Überlappungsbereich 100 % homolog ist. Die Ergebnisse der Restriktionsanalyse und 
der Koloniefilterhybridisierung sichern ebenfalls die Assemblierung der Subklone zu Sub-
klon-Contig 1 ab, da die abgeschätzte und erhaltene pAv34-Kopienzahl (inklusive unvoll-
ständiger Kopien) übereinstimmt.  
Somit wurde ausgehend von den 100 % homologen Abschnitten der nicht sequenzierte Scaf-
foldbereich fast vollständig durch die Subklon-Contigsequenzen entschlüsselt. Die Anord-
nung der Subklon-Contigs deutet zudem darauf hin, dass die beiden aufgrund mangelnder 
Sequenzdaten unvollständigen Teilkopien zur selben Volllängenkopie gehören. Der Abstand 
der genetischen Marker 2_2759 und 2_4860 zu pAv34 reduziert sich durch die integrierten 
pAv34-2N-Daten gegenüber den eingangs ermittelten Werten von 4 und 7 kb (Tab. 3.8) auf 
2325 und 5626 Basen.  
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Um festzustellen, ob die vier identifizierten pAv34-2N-Kopien eine spezielle pAv34-Variante 
darstellen, wurden sie mit allen verfügbaren pAv34-Sequenzen der B.-vulgaris-
Referenzgenomsequenz verglichen. Dazu wurden die RefBeet 1.0 und die nicht assemblierten 
Einzelsequenzen der RefBeet 0.2 (RefBeet 0.2 unassembl.) nach pAv34-Volllängenkopien 
durchsucht. Da eine korrekte und vollständige Assemblierung repetitiver Regionen in den in-
silico-Chromosomen nicht garantiert war, wurden zwei Sequenzvergleiche durchgeführt: 
einmal mit und einmal ohne die Daten der RefBeet 1.0.  
Zur Identifizierung von möglicherweise chromosomenspezifischen Varianten wurde die 
RefBet 0.2 unassembl. beziehungsweise durch BLAST ermittelte pAv34-homologe Sequen-
zen der RefBeet 1.0 gegen pAv34 als Referenzsequenz assembliert. Als Referenz wurde die 
Konsensussequenz der öffentlich verfügbaren pAv34-Klone (EMBL-Akzession: 
AM076742-6) genutzt. Teilkopien wurden verworfen; Duplikate lagen nicht vor. Auf diesem 
Weg wurden 94 Einzelkopien in der RefBeet 0.2 unassembl. und 107 Einzelkopien in der 
RefBeet 1.0 identifiziert.  
Die Sequenzen der pAv34-2N-Kopien wurden mit den aus den Datenbanken isolierten Mo-
nomeren in Sequenzalignments verglichen (Abb. 3.27; Anhang Abb. 6.1) Die durchschnittli-
che Homologie (in Klammern sind Maximal- und Minimalwerte angegeben) beträgt  
1) 85,4 % (73,0 – 99,7 %), wenn die Sequenzen der RefBeet 0.2 unassembl. und der 
pAv34-2N-Kopien verglichen werden (Anhang Abb. 6.2), 
2) 81,3 % (58,4 - 99,7 %), wenn die Sequenzen der RefBeet 0.2 unassembl., der Ref-
Beet 1.0 und der pAv34-2N-Kopien verglichen werden (Anhang Abb. 6.3), 
3) 88,2 % (85,6 - 92,2 %), wenn nur die pAv34-2N-Sequenzen betrachtet werden. 
Im Sequenzvergleich mit den Monomeren aus der RefBeet 0.2 unassembl.unterscheiden sich 
die pAv34-2N-Kopien an zwei Nukleotidpositionen von allen Kopien der RefBeet 0.2 unas-
sembl. (Abb. 3.27, Pfeilköpfe). Die pAv34-2N-Kopien sind dort untereinander identisch. 
Werden die Daten der RefBeet 1.0 in den Sequenzvergleich einbezogen, so weist eine der 
Sequenzen aus der RefBeet 1.0 beide (Anhang Abb. 6.1, schwarzer Pfeilkopf, grauer Pfeil) 
und mehrere Sequenzen eines (grauer Pfeil) der Substitutionsereignisse auf.  
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Abb. 3.27: Nukleotidalignment der pAv34-Kopien von Chr 2N und aus der RefBeet 0.2 unassembl. 
Im Alignment (MUSCLE-Algorithmus) der 94 pAv34-Volllängenkopien der RefBeet 0.2 unassembl. und der 
vier pAv34-2N-Kopien (grün umrahmt) sind Nukleotide bei einer minimalen Homologie von 25 % grau darge-
stellt, sonst blau (Cytosin), gelb (Guanin), rot (Adenin) oder grün (Thymin). Die pAv34-2N-Kopien zeigen an 
zwei Positionen identische Nukleotide (Pfeilköpfe), die sie von den anderen Sequenzen unterscheidet. 
Farbcodierung: C G A T 
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Auf Basis der Nukleotidalignments wurden Dendrogramme nach dem maximum-likelihood-
Algorithmus (PhyML, Substitutionsmodell HKY85) berechnet (Abb. 3.28). 
 
Abb. 3.28: Genetische Distanz der pAv34-Kopien als wurzelloses Dendrogramm 
Die Dendrogramme wurden einmal ohne (A) und einmal mit (B) den RefBeet 1.0-Sequenzen berechnet. A) Das 
Dendrogramm wurde auf Basis des Sequenzalignments der vier pAv34-2N-Kopien (grün) mit den 94 pAv34-
Einzelkopien erstellt, die in der RefBeet 0.2 unassembl. identifiziert wurden (grau). Alle pAv34-2N-Kopien 
gruppieren in einem Ast. Der Maßstab repräsentiert 0,03 Substitutionen. B) Zur Erstellung dieses 
Dendrogramms wurden zusätzlich die 107 pAv34-Sequenzen, die in der RefBeet 1.0 identifiziert wurden, in das 
Nukleotidalignment einbezogen. Äste der gleichen Farbe kennzeichnen Monomere desselben Chromosoms; sie 
können jedoch unterschiedlichen Scaffolds enstammen (siehe Legende). Kopien von Bvchr4.sca003 (blau) 
gehören alle zum selben Ast (blauer Pfeil), während sich die Kopien von Bvchr8.sca002 (rot) auf verschiedene 
Gruppen verteilen (rote Pfeile). Alle pAv34-2N-Kopien gruppieren in einem Ast (grüner Pfeilkopf) gemeinsam 
mit Monomeren von verschiedenen in-silico-Chromosomen der RefBeet 1.0. Der Maßstab repräsentiert 0,02 
Substitutionen. 
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Werden nur die aus der RefBeet 0.2 unassembl. und von Chr 2N isolierten Volllängenkopien 
betrachtet, so gruppieren die pAv34-2N-Monomersequenzen in einem gemeinsamen Ast, in 
dem keine Kopien der RefBeet 0.2 unassembl. vorkommen (Abb. 3.28 A). 
Werden die pAv34-Volllängenkopien aus der RefBeet 1.0 in den Sequenzvergleich einbezo-
gen, gruppieren die Monomere der RefBeet 0.2 unassembl. und der RefBeet 1.0 im 
Dendrogramm meist in unterschiedlichen Ästen (Abb. 3.28 B). Viele der pAv34-Monomere 
aus der RefBeet 1.0 entstammen Contigs ohne chromosomale Zuordnung. Kopien, die in-
silico-Chromosomen zugeordnet sind und aus denselben Abschnitten isoliert wurden, grup-
pieren zum Teil in gemeinsamen, zum Teil in unterschiedlichen Ästen und teilweise mit 
Kopien anderer Abschnitte. So sind die Monomere von Scaffold Bvchr8.sca002 auf verschie-
dene Äste verteilt. Demgegenüber gruppieren Kopien von pAv34-2N gemeinsam. Der ent-
sprechende Ast enthält zudem Kopien aus chromosomal nicht zugeordneten Contigs der 
RefBeet 1.0 und anderen in-silico-Chromosomen (3, 4 und 8) zugeordneten Scaffolds. 
Die pAv34-2N-Kopien gehören nach den Ergebnissen des Sequenzvergleichs zu einer Sub-
familie. Nach Analyse der RefBeet 1.0-Daten stellen sie jedoch keine chromosomenarmspezi-
fische Variante dar. 
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4 Diskussion 
4.1 Ein genetisch verankerter Referenzkaryotyp für die Zuckerrübe  
4.1.1 Chromosomenarmspezifische BACs als Basis für zytogenetische Analysen 
Eine Verknüpfung von Kopplungsgruppen und Chromosomen sowie die eindeutige Chromo-
somenidentifizierung bilden die Basis für eine integrative Anwendung zytologischer und 
molekularbiologischer Methoden für die Chromosomen- und Genomanalyse. Schondelmaier 
und Jung (1997) ordneten die neun Kopplungsgruppen ihrer auf RFLPs basierenden geneti-
schen Karte (Schumacher et al. 1997) durch Densitometrie trisomen B.-vulgaris-Linien (But-
terfass 1964) zu. Eine zytologische Identifizierung aller Chromosomen war jedoch nicht 
möglich, da morphologische Charakteristika fehlen (Bosemark und Bormotov 1971, de Jong 
und de Bock 1978, Cistue et al. 1985). Nakamura und Tsuchiya (1982) trennten die neun 
B.-vulgaris-Pachytänbivalente anhand der Verteilung hetero- und euchromatischer Bereiche 
sowie der Verhältnisse der Armlängen voneinander ab. Die Unterscheidungsmerkmale kön-
nen jedoch nicht ohne weiteres zur Chromosomenidentifikation in Kultivaren und Wildarten 
angewendet werden. Zudem sind Metaphase- gegenüber Pachytänchromosomen einfacher 
und schneller verfügbar, da sie aus zellteilungsaktiven Geweben wie Wurzelspitzen, Apikal-
meristem, jungen Blättern und vegetativen Teilen von Blütenknospen isolierbar sind.  
In der vorliegenden Arbeit wurden die Metaphasechromosomen der Zuckerrübe zytogenetisch 
durch BAC-FISH mit genetischen Kopplungsgruppen und in-silico-Chromosomenabschnitten 
verknüpft. Die FISH-Signale kleiner, in Einzelkopie vorliegender Sonden sind schwach und 
bei einer Größe unter 1 kb nicht vom Hintergrund zu unterscheiden, da von ihnen weniger 
Photonen ausgesendet werden (Figueroa und Bass 2010). Aus diesem Grund wurden nicht die 
genetischen Marker selbst als FISH-Sonden verwendet. BACs enthalten große genomische 
Insertionen; ihre Verwendung als FISH-Sonden ermöglicht dadurch, Probleme bei der Detek-
tion von Einzelkopiesequenzen zu überwinden (Jiang et al. 1995). Zur Identifikation von 
Kandidaten-BACs wurde die Genombank ZR00843-KWS2320 (Hohmann et al. 2003) nach 
BACs durchsucht, die terminale genetische Marker enthielten. Die BAC-Bank wurde mit 
HindIII-verdauter genomischer DNA erstellt und weist eine 8,8fache Genomabdeckung auf 
(Hohmann et al. 2003). Demnach waren je Marker acht bis neun und für alle 38 Marker (2-3 
je terminaler Position) etwa 334 identifizierte Klone zu erwarten. Insgesamt wurden 184, pro 
Marker 0 bis 17 und je terminaler Position ein bis 23 Kandidaten-BACs identifiziert. Die 
schwankenden Werte sind ein Hinweis auf eine ungleiche Abdeckung einzelner Genomberei-
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che in der genutzten BAC-Bank. Die Wahl des Restriktionsenzyms ist entscheidend für die 
Erstellung von Genombibliotheken mit umfassender Abdeckung, da beim Fehlen der Erken-
nungssequenz in Satelliten-DNA-Blöcken Fragmentgrößen entstehen können, die nicht klo-
nierbar sind (Gindullis et al. 2001). Dadurch können genomische Regionen in Genombiblio-
theken ganz fehlen oder wie telomerische und subtelomerische Bereiche unterrepräsentiert 
sein (Osoegawa et al. 2007). Bei einer geringen physikalischen Entfernung zwischen Loci 
war zu erwarten, dass sie auf demselben BAC lokalisiert sind. In diesen Fällen wurden identi-
sche BACs durch verschiedene Marker dergleichen Kopplungsgruppenposition identifiziert.  
Für B. vulgaris wurde durch die terminalen genetischen Marker ein Satz von 18 BACs selek-
tiert, der die Identifizierung aller Chromosomenarme durch FISH ermöglicht und die Enden 
der Kopplungsgruppen auf den Chromosomen repräsentiert. Um armspezifische BACs zu 
identifizieren, wurden Kandidatenklone auf Metaphasechromosomen hybridisiert und die 
BACs ausgewählt, die deutliche Signale im distalen Bereich beider Chromatiden eines Paares 
produzierten. In verschiedenen Kultur- und Modellpflanzen wurden durch FISH mit genomi-
schen Klonen genetische beziehungsweise physikalische Karten mit Chromosomen korreliert. 
Dabei wurden meist unterschiedliche Kriterien für die genetischen Marker festgelegt, die zur 
Selektion der genomischen Klone verwendet wurden. Tang et al. (2009) wählten genetische 
Marker aus Kopplungskartenregionen mit hoher Rekombinationsrate, um chromosomenspezi-
fische BACs für Solanum tuberosum zu selektieren. Die genetischen Marker zur Verknüpfung 
der genetischen Karten und Chromosomen von Brassica rapa (Kim et al. 2009) beziehungs-
weise Lotus japonicus (Pedrosa et al. 2002) stammten hingegen aus verschiedenen Regionen 
der verwendeten Kopplungskarten. Hasterok et al. (2006) wiederum ermittelten BAC-Marker 
für Brachypodium distachyon mit Hilfe von heterologen Sequenzen genetischer Marker aus 
Reis sowie anderen Vertretern der Poaceae und ordneten sie erst durch FISH den identifizier-
baren Chromosomen zu. Sätze aus chromosomenspezifischen BACs für Sorghum bicolor 
(Kim et al. 2002) beziehungsweise Fosmiden für Cucumis sativus (Ren et al. 2009) wurden 
durch distal, aber nicht terminal in den Kopplungsgruppen lokalisierte Marker selektiert. Die 
Auswahl der BAC-Marker für die Zuckerrübenchromosomen erfolgte hingegen mit den je-
weils äußersten Markern der Kopplungsgruppen, um eindeutige armspezifische Sonden zu 
erhalten. Somit war es möglich, nicht nur Chromosomen und Kopplungsgruppen, sondern die 
Chromosomenarme und Nord-Süd-Orientierung der Kopplunsgruppen einander zuzuordnen. 
Die Zuordnung Nord und Süd erfolgte nach der Lokalisierung des ersten und letzten Markers 
auf der genetischen Karte und ist nicht gleichzusetzen mit kurzem oder langem Arm 
(Abb. 3.1). Durch Doppel-Target-FISH mit den armspezifischen BACs wurden die terminalen 
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genetischen Marker der einzelnen Kopplungsgruppen auf gegenüberliegenden Armen des 
jeweiligen Chromosomenpaares lokalisiert (Abb. 3.9). Das spricht für eine umfassende und 
genomweite Abdeckung der genetischen Karte (Dohm et al. 2012). Durch die Verwendung 
terminal kartierter genetischer Marker konnten zum einen die genetischen Größen der Kopp-
lungsgruppen mit den physikalischen Größen der Chromosomen verglichen und zum anderen 
der terminale Abschluss der Kopplungsgruppen zytogenetisch und bioinformatisch untersucht 
werden.  
Zur Lokalisierung der Markerregionen durch FISH sollten die Signale der verwendeten BACs 
auf Einzelkopiebereichen beruhen (Koo et al. 2008, Kim et al. 2009). Da für einige Positio-
nen nur wenige BACs identifiziert wurden, war es nicht sinnvoll, BACs mit repetitivem An-
teil sofort auszusortieren, wie es in anderen Arbeiten zur Vermeidung von Hintergrundsigna-
len beschrieben wird (Han et al. 2011, Zatloukalová et al. 2011). Zudem war für BACs, die 
durch denselben genetischen Marker identifiziert wurden, mit einem ähnlichen repeat-Gehalt 
zu rechnen. Daher wurde die Kreuzhybridisierung zu anderen Regionen durch die gleichzeiti-
ge Zugabe von unmarkierter c0t-100-DNA (Sadder et al. 2000) von B. vulgaris vermindert. 
Anhand der Signalintensität waren somit die Zielregionen der BACs von Signalen unter-
scheidbar, die durch Kreuzhybridisierung repetitiver Sequenzen hervorgerufen wurden. In 
Oryza sativa waren die FISH-Signale der Einzelkopiebereiche von BACs sogar ohne die 
Verwendung von genomischer oder c0t-DNA als Block deutlich von den Hintergrundsignalen 
repetitiver DNA abgrenzbar (Jiang et al. 1995). Retroelemente und andere disperse repeats in 
den genomischen Klonen der Zuckerrübe können ursächlich für Kreuzyhybridisierung und 
dadurch hervorgerufene diperse Signale sein (Gindullis et al. 2001, Jacobs et al. 2009). Die 
Kreuzhybridisierung von 110B19 in terminalen Regionen (Abb. 3.6 B) wurde vermutlich 
durch die subtelomerische Satelliten-DNA pAv34 verursacht, die durch Southern-
Hybridisierung und Sequenzanalysen in dem BAC nachgewiesen wurde. Zakrzewski et al. 
(2010) lokalisierten durch FISH einen Minisatelliten (HinfI-Satellit) in distalen Bereichen 
aller B.-vulgaris-Chromosomen, der ebenfalls eine terminale Kreuzhybridisierung verursacht 
haben könnte.  
Einige der selektierten BACs hybridisierten entgegen der nach Position ihrer genetischen 
Marker erwarteten terminalen Zielregion interkalar bis perizentromerisch auf Metaphase-
chromosomen (Tab. 3.3, Abb. 3.7). Die betreffenden Marker müssen entsprechend ihrer 
festgestellten chromosomalen Lokalisierung neu in der genetischen Karte positioniert werden. 
Derartige Unstimmigkeiten zwischen genetischer und physikalischer Lokalisierung geneti-
scher Marker, die auf einer inkorrekten Verknüpfung innerhalb der genetischen Karte beru-
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hen, wurden auch bei der optischen Kartierung auf S.-tuberosum-Pachytänchromosomen 
festgestellt (Tang et al. 2009). Die zytogenetische Kartierung der Tomate lieferte ebenfalls 
teilweise widersprüchliche Ergebnisse für die chromosomale Lage von BACs gegenüber der 
Position der Marker in der Kopplungskarte (Szinay et al. 2008). Die Autoren führten diese 
Diskrepanzen auf geringes crossing over in den betroffenen, vor allem perizentromerischen 
Regionen und dadurch verursachte Kartierungsfehler zurück. In den B.-vulgaris-BACs 6L7 
und 32E12 wurde der zentromerisch und perizentromerisch lokalisierte pBV-Satellit durch 
PCR nachgewiesen (Abb. 3.8), so dass für ihre genetischen Marker Fehlberechnungen bei der 
Kartierung gleichermaßen begründet werden können. Programme, die für die Erstellung von 
Kopplungskarten verwendet werden, positionieren Marker mit geringer statistischer Absiche-
rung häufig an die Enden der Kopplungsgruppen (persönliche Information Britta Schulz, 
KWS Saat AG). Daraus kann eine inkorrekte Markeranordnung resultieren.  
Das entwickelte BAC-Set stellt eine von der Verwendung trisomer Linien unabhängige Ver-
bindung zwischen den Kopplungsgruppen und Chromosomen her. Die von Schondelmaier 
und Jung (1997) erstellte Verbindung zwischen genetischen Karten und Chromosomen der 
Zuckerrübe sowie die chromosomale Zuordnung der 18S-5,8S-25S rDNA (Chr 1) und der 5S 
rDNA (Chr 4) beruhte auf der Verwendung von Trisomen (Schondelmaier et al. 1997). Diese 
Linien sind schwierig zu vermehren, müssen zunächst selektiert werden und waren auch nach 
Anfrage bei verschiedenen Instituten nicht vollständig erhältlich (persönliche Informationen 
T. Butterfass; C. Jung, CAU Kiel; H. de Jong, WUR Wageningen). Die von Schondelmaier 
und Jung (1997) verwendeten RFLP-Marker flossen jedoch in die von Schneider et al. (2007) 
publizierte genetische Karte ein und die chromosomale Zuordnung wurde adaptiert. Informa-
tionen dieser Karte wurden zum Zweck einer konstanten Chromosomenzuordnung in die 
kürzlich veröffentlichte genetische Karte „Beetmap“ integriert (Dohm et al. 2012). Ein Teil 
der Datenquellen (Markerdaten von KWS Saat AG) und Ressourcen (BAC-Bank ZR00843-
KWS2320), auf deren Basis die Autoren die Marker in „Beetmap“ positionierten und physika-
lische Contigs erstellten, wurde auch in der vorliegenden Arbeit verwendet. Die vorgeschla-
gene Klassifizierung ist somit im Einklang mit den genannten publizierten Daten. Die durch 
Marker der LG 1 und LG 4 selektierten BACs waren auf demselben Chromosomenpaar wie 
die 18S-5,8S-25S beziehungsweise 5S rDNA lokalisiert und untermauern so zusätzlich deren 
Zuordnung zu den Chromosomen 1 und 4 (Schmidt et al. 1994, Schondelmaier et al. 1997).  
Die selektierten BACs können in (artenübergreifenden) FISH-Experimenten genutzt werden, 
um Introgressionen festzustellen und um die homöologen Chromosomen in anderen Kultiva-
ren wie Mangold, Rote Rübe und Futterrübe und verwandten Arten zu nummerieren und zu 
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kartieren (Paesold et al. 2012). So wurden Hirse-BACs zur genetischen Kartierung von Mais 
verwendet, um das Problem repetitiver Bereiche und daraus resultierender Kreuzhybridisie-
rung zu umgehen, die die Erstellung zytogenetischer Karten behindert (Koumbaris und Bass 
2003, Figueroa et al. 2011, Figueroa und Bass 2012). Liu et al. (2010) verwendeten Cucumis-
sativus (Gurke)-BACs, um Chromosomen von C. melo (Melone) zu identifizieren. Außerdem 
können die BACs dazu dienen, mögliche Umbauten von Chromosomenbereichen in verwand-
ten Spezies sichtbar zu machen: so wurde durch BACs der Tomate, die auf homöologe Kar-
toffelchromosomen hybridisiert wurden (und umgekehrt), eine Inversion aufgezeigt (Tang et 
al. 2008, Iovene et al. 2008).  
Es wird vorgeschlagen, den in dieser Arbeit vorgestellten BAC-FISH-Karyotyp als Referenz-
karyotyp der Zuckerrübe zu nutzen, da er zuvor publizierte Ergebnisse integriert, chromoso-
male und genetische Daten verknüpft, erstmalig die eindeutige zytologische Identifizierung 
aller B.-vulgaris-Metaphasechromosomen ermöglicht und ihre Nomenklatur, die damit auf der 
Nummerierung der Kopplungsgruppen beruht, vereinheitlicht. Die Verwendung der BACs als 
FISH-Sonden identifiziert die Chromosomenarme unabhängig davon, ob meiotische oder 
somatische Zellen vorliegen.  
4.1.2 Simultane Identifizierung aller B.-vulgaris-Chromosomen mit multicolour-
FISH durch die spezifische Verteilung repetitiver DNA 
Mit Hilfe der 18 BAC-Marker kann jeder Chromosomenarm von B. vulgaris eindeutig identi-
fiziert werden; allerdings ist eine gleichzeitige Markierung aller Chromosomenpaare aufgrund 
begrenzt verfügbarer Fluorochrome und optischer Filtersysteme nicht möglich. Rehybridisie-
rung von Chromosomenpräparaten ist aufwendig, mindert die Qualität der Präparate und führt 
nicht immer zum gewünschten Erfolg. Tang et al. (2009) identifizierten mit einer Kombinati-
on aus morphologischen Merkmalen und zehn BAC-Klonen in einer Fünffarben-FISH alle 
zwölf S.-tuberosum-Pachytänbivalente. Die Autoren nutzten jedoch keine terminalen Marker, 
sondern konnten die Chromosomen anhand der Lokalisierung der Signale unterscheiden. Da 
das BAC-Set zur Identifikation der B.-vulgaris-Chromosomen mit terminalen Markern der 
Kopplungsgruppen selektiert wurde, sind alle BACs in distalen Bereichen der Chromosomen 
lokalisiert. Zudem konnten nicht alle zur Verfügung stehenden Farbstoffe ausgeschöpft wer-
den. Biotin- oder Digoxigenin-markierte BACs ergaben deutliche FISH-Signale; in Versu-
chen mit direkt markierten BACs wurden hingegen keine zufriedenstellenden Signalintensitä-
ten beobachtet. Die Zahl nötiger Rehybridisierungsschritte zur Identifikation aller Chromo-
somen derselben Metaphase würde sich dadurch zusätzlich erhöhen. Die individuelle Markie-
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rung und Identifizierung der verschiedenen Zuckerrübenchromosomen erfolgte daher durch 
Hybridisierung repetitiver DNA und deren chromosomenspezifischer Verteilung. Durch 
diesen methodischen Ansatz wurden zum Beispiel die Chromosomenpaare in Mais (Kato et 
al. 2004) und Gurke (Han et al. 2008) identifiziert.  
Satelliten-DNA-Sequenzen bilden einen großen Teil der repetitiven DNA in B. vulgaris; die 
teils hochabundanten Familien pBV, pEV, pAv34 und die pBV-Variante pBV VI stellen 
32,8 %, 19,5 %, 0,9 % und 0,4 % der c0t-1-DNA-Fraktion (Zakrzewski et al. 2010). Diese 
Sequenzfamilien besitzen unterschiedliche chromosomale Positionen und die Intensität ihrer 
FISH-Signale variiert auf verschiedenen Chromosomen und Chromosomenarmen (Schmidt 
und Metzlaff 1991, Schmidt et al. 1991, Schmidt et al. 1998, Kubis et al. 1998, Dechyeva und 
Schmidt 2006, Menzel et al. 2008). Alle Chromosomen auf Basis einer einzelnen der verwen-
deten repetitiven Sonden zu unterscheiden, wie es mit dem FokI-Element in Vicia faba (Pich 
et al. 1995) oder dem pLc30-repeat in Lens culinaris (Galasso et al. 2001) erreicht wurde, ist 
in B. vulgaris nicht möglich. Auch mit der Kombination von pAv34, pEV und pBV I sind 
nicht alle Chromosomen in B. vulgaris voneinander abgrenzbar (Desel 2002). Die zusätzlich 
verwendete Sonde für pBV VI, einer Subfamilie der pBV-Satelliten-DNA (Menzel et al. 
2008, Zakrzewski et al. 2011), ermöglicht jedoch, alle Chromosomenpaare anhand der indivi-
duellen repeat-Verteilung zu unterscheiden. Durch die Hybridisierung je eines chromsomen-
spezifischen BACs zusammen mit den zwei Sonden pEV und pBV beziehungsweise pBV VI 
und pAv34 wurden die FISH-Muster der Satelliten-DNA-Familien nacheinander den Chro-
mosomenpaaren zugeordnet (Abb. 3.10).  
Basierend auf den zugeordneten Mustern können durch die gleichzeitige Verwendung aller 
vier Satelliten-DNA-Sonden, die neun Chromosomenpaare der Zuckerrübe in einem einzel-
nen FISH-Experiment eindeutig identifiziert werden (Abb. 3.11). Somit ist es für die Klassifi-
zierung der B.-vulgaris-Chromosomen nicht mehr nötig, die repeats weiterhin mit BACs zu 
kombinieren, wie es zur Erstellung eines genetisch verankerten Karyotyps von Soja durchge-
führt wurde (Findley et al. 2010). Die Chromosomenidentifizierung durch repeats kann neben 
der beschriebenen Hybridisierung bekannter Satelliten-DNA-Sequenzen auch durch BACs 
mit repetitivem Anteil erfolgen. Fonsêca et al. (2010) grenzten alle Chromosomen der Gar-
tenbohne mit einer Sondenauswahl verschiedener, zum Teil repetitiver BACs voneinander ab.  
Die Lokalisierung der untersuchten Sequenzfamilien in typischen chromosomalen Regionen 
wurde durch die Satelliten-DNA-FISH veranschaulicht. Die pBV-Satelliten-DNA kommt nur 
in der Sektion Beta vor (Schmidt et al. 1991) und ist auf allen Zuckerrübenchromosomen 
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nachweisbar. Die zum Teil unterschiedliche Abundanz von pBV auf den Chromosomen ist 
nicht ungewöhnlich für perizentrische beziehungsweise zentromerische Satelliten-DNA (Jiang 
et al. 2003). Sie wird daher häufig für die Chromosomenidentifizierung in FISH eingesetzt, 
zum Beispiel der 180 bp-Satellit in A. thaliana (Heslop-Harrison et al. 1999), CentGM in 
Soja (Findley et al. 2010), CenC in Mais (Kato et al. 2004), CentO in Reis (Lee et al. 2005) 
und CsRP1 und 2 in Gurke (Han et al. 2008). Die Variante pBV VI besitzt eine Insertion 
eines 245 bp großen Motivs (Menzel et al. 2008). Sie ist nicht auf allen Chromosomenpaaren 
nachweisbar, sondern zeigt chromosomenabhängige Abundanz und ist auf den Chr 2 und 
Chr 6 besonders stark amplifiziert. In der verwandten Art B. procumbens (entspricht Patellifo-
lia procumbens nach Kadereit et al. 2006) weisen die zentromerisch bis interkalar lokalisierte 
pEV-Subfamilie pAp11 und der zentromerische repeat pTS5 ebenfalls Unterschiede im 
Amplifikationsgrad auf verschiedenen Chromosomenpaaren auf (Dechyeva et al. 2003). Die 
Sequenzfamilie pEV kommt in den Sektionen Beta, Corollinae, Nanae und Procumbentes  
vor und ist dort chromosomal unterschiedlich lokalisiert (Dechyeva et al. 2003, Zakrzewski et 
al. 2013, Schmidt 2013). Nicht die Sequenz sondern die Tandemanordnung zentromerischer 
Satelliten-DNA wird als ein ursächlicher Faktor funktioneller Zentromere vermutet (Neumann 
et al. 2012, Fu et al. 2012). In B. vulgaris realisiert offenbar pBV die Bindung an die zentro-
merspezifische Histonvariante CenH3 und somit die Funktionalität der Zentromere 
(Zakrzewski et al. 2011). Dechyeva et al. (2003) postulierten für die interkalare Sequenzfami-
lie pEV eine Beteiligung an der Ausbreitung und/oder dem Umbau interkalaren Heterochro-
matins in B. vulgaris, wahrscheinlich vermittelt durch RNA-Interferenz (Zakrzewski et al. 
2011).  
Die durch FISH festgestellte chromosomenspezifische Verteilung der untersuchten Sequenz-
familien ergänzt die durch Sequenzierung gewonnenen Daten. Satelliten-DNA ist schwierig 
zu assemblieren, oft nicht eindeutig zu platzieren und kann zur falschen Zusammensetzung 
von Contigs führen (Aparicio et al. 2002, Pop et al. 2004). In B. vulgaris wird der Gehalt von 
zentromerischer, interkalarer und subtelomerischer Satelliten-DNA auf 15,4 Mb, 6,0 Mb 
beziehungsweise 0,6 Mb geschätzt (Dohm et al., in Begutachtung). Satelliten-DNA-
Sequenzen wurden wahrscheinlich in großem Umfang nicht in der Referenzsequenz des 
Zuckerrübengenoms assembliert (Dohm et al., in Begutachtung). Durch FISH wurden zum 
Teil große repeat-Blöcke, wie zum Beispiel pEV im Norden des Zuckerrübenchromosoms 8 
und auf beiden Armen von Chr 7, oder pBV im Zentromer und perizentromerischen Berei-
chen von Chr 1 visualisiert und weisen dort auf lange Bereiche tandemartig angeordneter 
repetitiver DNA hin. Die Kenntnis über die Verteilung und den Gehalt der untersuchten Satel-
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liten-DNA auf den Chromosomen ermöglicht, Lücken in erstellten Contigs und Scaffolds zu 
erklären sowie die Länge dieser Lücken abzuschätzen und sie möglicherweise zu überbrü-
cken, um getrennte Scaffolds miteinander zu verbinden. 
In bestimmten chromosomalen Regionen waren Satelliten-DNA-Arrays mitunter schwierig 
nachzuweisen oder zeigten Signale, die in vorangegangenen Publikationen nicht beschrieben 
wurden. Schwache pEV-Signale waren im Norden von Chr 2 nur bei Überbelichtung detek-
tierbar. Die Sequenzfamilie kommt jedoch auf allen Chromosomenarmen in B. vulgaris vor 
(Kubis et al. 1998, Schmidt und Heslop-Harrison 1998). Um Hintergrundsignale durch den 
gleichzeitig hybridisierten BAC zu vermeiden, wurden dem Reaktionsansatz B.-vulgaris-
c0t-100-DNA zugesetzt und die Hybridisierungen und Waschschritte bei relativ hohen Strin-
genzen durchgeführt. Die Zusammensetzung der Hybridisierungs- und Waschlösung wurde 
im Sinne der experimentellen Konstanz auch für die Hybridisierung des Satelliten-DNA-
Pools beibehalten. Kurze Zielbereiche könnten durch die Block-DNA maskiert worden sein. 
Es wurde jedoch keine Veränderung des Hybridisierungsmusters festgestellt, wenn statt mit 
B.-vulgaris-c0t-100- mit Lachssperma-DNA blockiert wurde. Möglicherweise war die hohe 
Stringenz ausschlaggebend, dass Regionen mit geringer Homologie nicht erkannt wurden. 
Demgegenüber wurde pAv34 in dieser Arbeit an 16 statt an zwölf Chromosomenenden (De-
chyeva und Schmidt 2006) detektiert. Ausschließlich an den Enden Chr 6 und Chr 9 war 
pAv34 nicht durch FISH nachweisbar. Das am Südende von Chr 1 festgestellte Signal war 
jedoch nicht immer reproduzierbar. Die Detektionssensitivität von Signalen wird maßgeblich 
durch die Sensitivität der Kamera, die Qualität des Mikroskops und das Amplifikationssystem 
für schwache Signale von kleinen Sonden beeinflusst (Szinay et al. 2010). Die zusätzlich 
detektierten Signale lassen sich durch die Verwendung anderer Fluorochrome in Verbindung 
mit sensitiveren optischen Filtern und CCD-Kameras (charge-coupled device) erklären, die 
mittlerweile zur Verfügung stehen. In Anbetracht der stringenten Hybridisierungsbedingun-
gen ist auch an den Enden Chr 6N und Chr 9S die Existenz von pAv34 nicht ausgeschlossen. 
Der unterschiedliche repeat-Gehalt der einzelnen B.-vulgaris-Chromosomenpaare könnte 
genutzt werden, um einen Spektralkaryotyp (Schröck et al. 1996) zu entwickeln und darauf 
basierend die Chromosomen mit Hilfe von Durchflusszytometrie zu sortieren. Pflanzenchro-
mosomen (beziehungsweise Chromosomenarme) wurden zum Beispiel von Weizen sowie 
Kichererbse erfolgreich nach ihrer Größe getrennt, einzeln analysiert, kartiert und sequenziert 
(Doležel et al. 2004, Zatloukalová et al. 2011, Sehgal et al. 2012), aufgrund der oft geringen 
Größenunterschiede von Pflanzenchromosomen können bei einer reinen Größenselektion aber 
meist nur eines oder wenige Chromosomen unterschieden werden (Doležel et al. 2004). Die 
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Autoren verweisen auf die Schwierigkeit, in Suspension vorliegende Chromosomen zu mar-
kieren, für spezielle repetitive Sequenzen wurde diese Methode jedoch bereits erfolgreich 
angewandt. Wallner et al. (1993) markierten in Suspension vorliegende Bakterien- und Hefe-
zellen mit rRNA-Sonden, um sie mit Durchflusszytometrie zu analysieren. Pich et al. (1995) 
markierten durch PRINS (primed in situ labelling) einen tandem repeat von in Suspension 
vorliegenden Vicia-faba-Chromosomen und trennten sie auf Basis des erhaltenen Hybridisie-
rungsmusters durchflusszytometrisch voneinander ab. Die Etablierung einer in-Suspension-in-
situ-Hybridisierung für B. vulgaris wäre eine Grundlage, die Chromosomen trotz geringer 
Größenunterschiede zu sortieren und könnte zum Beispiel unter Verwendung des entwickel-
ten Satelliten-DNA-Karyotyps, der Hauptvertreter pBV und pEV oder von c0t-100-DNA 
erfolgen. 
Durch den Satelliten-DNA-Pool sind die Chromosomen direkt miteinander vergleichbar und 
Sequenzen mit unbekannter Lokalisierung können somit in einem einzelnen Hybridisie-
rungsschritt kartiert werden. 
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4.2 Verknüpfung genetischer und zytogenetischer Karten 
4.2.1 Keine Korrelation zwischen Kopplungsgruppengrößen und physikalischen 
Chromosomenlängen 
Die gleichzeitige Identifizierung aller Zuckerrübenchromosomen ermöglichte es, ihre physi-
kalischen Längen zu vergleichen und damit ihren DNA-Gehalt abzuschätzen. Zu diesem 
Zweck wurde der Satelliten-DNA-Pool auf Metaphasechromosomen von B. vulgaris hybridi-
siert und deren Längen an den mikroskopischen Aufnahmen der FISH-Präparate gemessen. 
Die ermittelten Größenunterschiede zwischen den einzelnen Chromosomen sind gering, zwi-
schen dem größten (Chr 1, relative Größe 14 %) und dem kleinsten (Chr 9, relative Größe 
9,6 %) besteht jedoch eine deutliche Differenz. Dieses Resultat ist im Einklang mit zuvor 
publizierten Ergebnissen von Bosemark und Bormotov (1971), die für die Chromosomen 1 
und 9 relative Größen von 13,5 % beziehungsweise 9,5 % ermittelten. Die in klassischen 
Karyotypisierungsansätzen zu findende Nummerierung nach ihrer Größe ist für B. vulgaris 
nicht geeignet, sondern erfolgte stattdessen auf Basis der Nomenklatur der Kopplungsgrup-
pen. Deren Einteilung richtete sich wiederum nach den trisomen Linien von Butterfass 
(1964), denen sie durch genetische Marker zugeordnet (Schondelmaier und Jung 1997) und 
die nicht nach zytologischen sondern morphologischen Merkmalen klassifiziert wurden (Ro-
magosa et al. 1986) 
Da die Satelliten-DNA-Muster durch BAC-FISH den genetischen Kopplungsgruppen zuge-
ordnet sind, können ihre genetischen Größen mit den physikalischen Größen der Chromoso-
men in Beziehung gesetzt werden. Ein hoher Wert für die physikalische Distanz bei einem 
niedrigen Wert für die genetische Größe entspricht vergleichsweise wenigen Rekombinati-
onsvorgängen. Basierend auf dem DNA-Gehalt der Zuckerrübe von 758 Mb (Arumuganathan 
und Earle 1991) beträgt die durchschnittliche physikalische Distanz 855 kb je Centimorgan 
(Dohm et al. 2012). Die durchschnittliche Rekombinationshäufigkeit in B. vulgaris ist damit 
im Vergleich zu anderen Pflanzengenomen ähnlicher Größe (Tab. 4.1) gering.  
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Tab. 4.1: Vergleich genetischer und physikalischer Größen pflanzlicher Genome 
Art Chromoso-
menanzahl 
Genomgröße 
[Mb] 
Länge der geneti-
schen Karte [cM] 
Mb/cM 
Arabidopsis thaliana 5 1571 597 0,263 
Lotus japonicus 6 148 509 0,291 
Arabidopsis lyrata 8 207 515 0,402 
Fragaria vesca 14 240 578 0,415 
Medicago truncatula 8 241 513 0,470 
Brachypodium distachyon 5 272 1386 0,196 
Cucumis sativus 7 367 581 0,632 
Carica papaya 9 372 945 0,394 
Oryza sativa 12 372 1522 0,244 
Populus trichocarpa 19 403 2445 0,165 
Theobroma cacao 10 430 729 0,590 
Vitis vinifera 19 487 975 0,499 
Phaseolus vulgaris2  22 637 887 0,718 
Sorghum bicolor 10 697 1059 0,658 
Malus domesticus 17 742 1300 0,571 
Beta vulgaris3 18 758 887 0,855 
Glycine max 20 975 2443 0,399 
Zea mays 10 2300 1727 1,332 
Daten entnommen aus Henderson (2012), außer: 
1Bennett et al. 2003 
2Pedrosa et al. (2003), Fonseca et al. (2010);  
3Dohm et al. (2012), diese Arbeit 
Hohe Werte für das Verhältnis von Genomgröße und Länge der genetischen Karte entsprechen einer geringen 
Rekombinationshäufigkeit. 
 
Der DNA-Gehalt der einzelnen Zuckerrübenchromosomen war bisher nicht bekannt. Wäh-
rend in A. thaliana die Rekombinationshäufigkeit mit der Chromosomengröße korreliert 
(Giraut et al. 2011), wurde in B. vulgaris, wie auch für L. japonicus (Pedrosa et al. 2002) und 
P. vulgaris (Pedrosa et al. 2003), keine Korrelation zwischen den Größen der Kopplungs-
gruppen und der Chromosomen festgestellt (r = 0,05). Damit ergeben sich unterschiedliche 
durchschnittliche Rekombinationsfrequenzen für die einzelnen Zuckerrübenchromosomen 
(Tab. 3.6). Chromosomen mit einer relativen Größe von mindestens 11 % (Chr 1, 4, 5, 6, 8) 
weisen geringere Rekombinationshäufigkeiten (0,81-1,14 Mb/cM) auf als die Chr 3, 7 und 9 
mit einer relativen Größe von maximal 10,3 % (0,73-0,79 Mb/cM). Auf Chr 2 ist bei einer 
relativen Größe von 10,1 % die durchschnittliche Rekombinationswahrscheinlichkeit jedoch 
vergleichsweise gering (0,88 Mb/cM).  
Cheng et al (2001) vermuteten heterochromatische Bereiche als Ursache für eine verminderte 
Rekombinationshäufigkeit auf dem kurzen gegenüber dem langen Arm von Reis-
Chromosom 10. Ein genereller Zusammenhang zwischen der durchschnittlichen Rekombina-
tionshäufigkeit und dem Satelliten-DNA-Gehalt der einzelnen Zuckerrübenchromosomen 
wurde jedoch nicht festgestellt. So wurde auf Chr 7 durch FISH ein hoher pEV- und pBV-
Anteil demonstriert, während Chr 3 deutlich schwächere Signale für diese beiden Sequenzfa-
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milien zeigt; für beide Chromosomen wurde die gleiche durchschnittliche Rekombinations-
häufigkeit ermittelt. Chr 1 zeigte mit 1,14 Mb/cM gegenüber den anderen Chromosomen 
(0,73-0,9 Mb/cM) eine geringe durchschnittliche Rekombinationsfrequenz. Eine Ursache 
dafür ist die 18S-5,8S-25S rDNA, die zwar in die Bestimmung der physikalischen, nicht aber 
der genetischen Distanz einbezogen wurde, wie ihre distale Position zum BAC-Marker 70E11 
(Chr 1S) verdeutlicht (Abb. 3.9). Die rDNA stellt zytologisch jedoch einen großen Teil von 
Chr 1 dar, der die Längenwerte erheblich beeinflusst. Während Cistue et al. (1985) und Na-
kamura und Tsuchiya (1982) die Länge von Chr 1 nur bis zur sekundären Einschnürung er-
mittelten, da sie eine hohe Variabilität der Ausdehnung der NOR beobachtet hatten, stellten 
Bosemark und Bormotov (1971) einen NOR-Anteil von durchschnittlich 10  % an der gesam-
ten Chromosomenlänge fest. Das in-silico-Chromosom 1 stellt mit 41,5 Mb das fünftgrößte 
assemblierte Chromosom dar (Vergleich Tab. 1.1), was ein Widerspruch zu den zytologischen 
Daten ist. Das lässt sich unter anderem damit begründen, dass keine vollständige Transkripti-
onseinheit der 18S-5,8S-25S ribosomalen Gene in der RefBeet 1.0 assembliert werden konnte 
(Dohm et al., in Begutachtung). Die Berücksichtigung der rDNA-Bereiche hat somit erhebli-
chen Einfluss auf die ermittelte Chromosomenlänge sowie den berechneten Wert für die 
Rekombinationshäufigkeit von Chr 1.  
Die ermittelten Werte stellen die durchschnittliche Rekombinationsfrequenz der gesamten 
Chromosomen dar, jedoch findet Rekombination meist häufiger in Regionen mit hoher Gen-
dichte statt (Holliday 1987, Henderson 2012). In A. thaliana unterscheidet sich die Häufigkeit 
und das Muster von crossing overs jedoch in der weiblichen und männlichen Meiose; weibli-
che crossing overs sind negativ mit dem GC-Gehalt sowie der Gendichte und positiv mit der 
TE-Dichte korreliert, männliche crossing overs korrelieren positiv mit dem CpG-Gehalt 
(Giraut et al. 2011). Eine detailliertere Untersuchung der Rekombinationshäufigkeit in 
B. vulgaris in Hinsicht auf repetitive Bereiche sowie epigenetische Veränderungen könnte mit 
weiteren genetischen Markern aus unterschiedlichen Regionen der Kopplungsgruppen an 
Pachytänchromosomen erfolgen. Solche zytogenetische Karten ermöglichen es, die Lage von 
genetischen Markern zueinander sowie zu essentiellen und zytologisch markanten DNA-
Regionen wie dem perizentromerischen Heterochromatin darzustellen (Koo et al. 2008, Szi-
nay et al. 2008, Peters et a.l 2009). Bei der Gegenüberstellung genetischer und physikalischer 
Karten ergibt sich oft eine hohe Rekombinationswahrscheinlichkeit in distalen Bereichen und 
eine niedrige Frequenz in zentromerischen Regionen der Chromosomen (Harper und Cande 
2000). So ermittelten Tang et al. (2009) die höchste Rekombinationsfrequenz von 
6,27 cM/µm in distalem Euchromatin und die niedrigste von 0,22 cM/µm in perizentromeri-
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schem Heterochromatin von Kartoffelchromosomen. Der Vergleich genetischer und physika-
lischer beziehungsweise zytogenetischer Karten deckte reduzierte crossing-over-Häufigkeiten 
zudem im Zentromer von Reis (Chen et al 2002), Tomate (Szinay et al. 2008), Mais (Wang et 
al. 2006), Gartenbohne (Fonsêca et al. 2010) und L. japonicus (Ohmido et al. 2010) auf. 
Dohm et al. (2012) beobachteten beim Vergleich der physikalischen und genetischen Karten 
für B. vulgaris eine bis 50fach erhöhte Rekombinationshäufigkeit in distalen und eine gerin-
gere Rate in proximalen Bereichen der Chromosomen, die wahrscheinlich das Zentromer 
darstellen. FISH-Experimente in B. vulgaris unterstützen diese Feststellung. So hybridisieren 
zwei BACs, deren enthaltene Marker mit geringem genetischen Abstand (1,4 cM) zueinander 
kartiert wurden, zentromernah auf unterschiedlichen Armen von Chr 1 (Dechyeva, unveröf-
fentlichte Ergebnisse). Die größte genetische Distanz für zwei auf dem gleichen BAC lokali-
sierte und demnach physikalisch gering entfernte Marker stellten Dohm et al. (2012) an einem 
Ende von Chr 3 fest; sie betrug 7,5 cM. Durch weiterführende zytogenetische Analysen an 
B. vulgaris könnten Bereiche von Interesse, zum Beispiel Regionen sehr hoher oder sehr 
niedriger Rekombinationshäufigkeit, mit chromosomalen Strukturen oder Chromatinzustän-
den in Verbindung gebracht werden. Solche Untersuchungen bleiben relevant, denn Heteroch-
romatin wird oft als Ursache für geringe Rekombinationsfrequenzen in perizentrischen Regi-
onen vermutet (Szinay et al. 2008, Fonsêca et al. 2010, Ohmido et al. 2010), kürzlich wurde 
jedoch für A. thaliana eine erhöhte Rekombinationshäufigkeit in perizentrischen Bereichen 
beschrieben (Yang et al. 2012). Zudem ist es nicht ausgeschlossen, dass Zentromerregionen 
aktive Gene enthalten, wie zum Beispiel das Zentromer von Reis-Chromosom 8 (Nagaki et al. 
2004). Möglicherweise wurden in den anderen Arten einschließlich B. vulgaris stattfindende 
Rekombinationsvorgänge in perizentrischen und zentromerischen Bereichen bisher nicht 
detektiert. 
Das Ausmaß der ermittelten Längenunterschiede war zum Teil abhängig vom Kondensations-
grad und der Streckung der Metaphasechromosomen. Eine der zur Chromosomenidentifikati-
on genutzten repetitiven Sonden war die subtelomerische Satelliten-DNA-Familie pAv34, 
deren Signale als Referenz für die Chromosomenenden genutzt wurden. Die pAv34-Signale 
waren zum Teil als gestreckte Fasern an den Enden sichtbar. In diesen Fällen wurde bis zum 
proximalen pAv34-Signal und somit den kondensierten Bereichen des Chromosoms gemes-
sen, so dass diese Präparationsartefakte die Messwerte nicht beeinflussten. Sie verdeutlichen 
jedoch die Problematik klassischer Methoden (Bosemark und Bormotov 1971, de Jong und de 
Bock 1978, Cistue et al. 1985), bei welchen die Chromosomen anhand ihrer geringen Grö-
ßenunterschiede identifiziert werden sollten, denn dort konnte nicht differenziert werden, ob 
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es sich um mögliche Artefakte handelt. Die sich daraus ergebende Verwechslungsgefahr 
wurde in dieser Arbeit durch die klare Identifizierung anhand des spezifischen Satelliten-
DNA-Musters ausgeschlossen. 
Die Ergebnisse der Messungen an den durch die Satelliten-DNA-Verteilung identifizierten 
Chromosomen bieten eine Orientierung über den DNA-Gehalt der Chromosomen. Durch die 
Gegenüberstellung der genetischen Größen von Kopplungsgruppen und der physikalischen 
Chromosomengrößen werden die durchschnittlichen Rekombinationshäufigkeiten auf den 
einzelnen Chromosomen aufgedeckt. 
4.2.2 Hochauflösende FISH identifiziert erweiterbare genetische Kopplungsgruppen  
Die Enden von genetischen Kopplungsgruppen sind nicht mit physikalischen Chromosomen-
enden gleichzusetzen. Auf Basis von Rekombinationsereignissen berechnete Kopplungskarten 
sind nach außen erweiterbar, bis das physikalische Chromosomenende erreicht ist. Die Abde-
ckung der genetischen Karte in den terminalen Bereichen wurde daher mit Hilfe der selektier-
ten 18 BACs als FISH-Sonden auf hochauflösenden Pachytänchromosomen und gestreckten 
Chromatinfasern sowie durch bioinformatische Analysen von in-silico-Chromosomen abge-
schätzt. Die BACs dienten als Referenzpunkte für die Kopplungsgruppenenden auf den phy-
sikalischen Chromosomen. Durch den subtelomerischen repeat pAv34 (Dechyeva und 
Schmidt 2006) und die Telomersonde des A. thaliana-Typs TTTAGGGn (Richards und Ausu-
bel 1988) wurden die natürlichen Chromosomenenden markiert. 
BAC-FISH auf Pachytänchromosomen von B. vulgaris deckte Distanzen der BACs zu den 
Chromosomenenden auf, die bei geringerer Auflösung nicht feststellbar waren. Auf Metapha-
sechromosomen hybridisierten alle verifizierten BACs in distalen Bereichen, während auf 
Pachytänchromosomen fünf dieser BAC-Marker in deutlicher Entfernung zum Chromosome-
nende lokalisiert werden konnten. Pachytänchromosomen sind artabhängig 6-25fach länger 
und bieten mit 40-100 kb ein weit höheres Auflösungsvermögen als Metaphasechromosomen 
mit 2-10 Mb (de Jong et al. 1999, Figueroa und Bass 2010). Der Marker 8_2221 beispielswei-
se wurde genetisch terminal kartiert; in der physikalischen Karte liegt der BAC 26O24, der 
diesen genetischen Marker enthält, zwar auf Contig 1, wird aber proximal und distal durch 
weitere Marker flankiert (Dohm et al. 2012). Auf Pachytänchromosomen hybridisiert der 
BAC (Chr 8N) in deutlicher Entfernung zum Chromosomenende. Die zytogenetische Kartie-
rung von BACs auf Pachytänchromosomen deckte auch in Tomate eine Lücke zwischen 
einem terminal kartierten genetischen Marker und dem physikalischen Ende von Chromo-
som 6 auf (Szinay et al. 2008). Durch die Bestimmung der physikalischen Position terminaler 
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genetischer Marker auf Pachytänchromosomen können demnach bereits Kopplungsgruppen 
identifiziert werden, deren Enden mit weiteren Markern vervollständigt werden müssen. 
An den Enden der B.-vulgaris-Pachytänchromosomen lassen sich die telomerischen mitunter 
zwischen den subtelomerischen Signalen detektieren. Desweiteren erscheinen die Enden zum 
Teil umgeknickt, so dass die Reihenfolge BAC-Subtelomer-Telomer zum Ende hin nicht 
mehr eindeutig festgestellt werden kann (Abb. 3.13). Neben nicht auszuschließenden Präpara-
tionsartefakten könnte dieses Hybridisierungsmuster auf eine spezielle dreidimensionale 
Struktur der Chromosomenenden, einen telomere loop (T-Loop), zurückzuführen sein. In 
Pachytänchromosomen von Tomate und Reis wurde dieses Hybridisierungsmuster ebenfalls 
beschrieben und mit einem Zurückfalten der Telomerstruktur in Verbindung gebracht (Zhong 
et al. 1998, Ohmido et al. 2001). Die Telomer-DNA bildet eine Lassostruktur (T-Loop), 
indem der 3’-G-Überhang in die proximale Duplex-Telomer-DNA eindringt, dort Basenpaa-
rungen mit ihr eingeht und einen D-Loop (displacement-loop) ausbildet (Griffith et al. 1999, 
Greider et al. 1999). T-Loops wurden für die Chromosomenenden von mehreren Organismen, 
darunter auch Pflanzen, beschrieben und schützen sie vermutlich gegen Abbau (Griffith et al. 
1999, Cesare et al. 2003, McKnight und Shippen 2004). In Reis verursacht das telomerbin-
dende Protein RTBP1 ein Biegen der Telomere und damit möglicherweise die Ausbildung 
von T-Loops (Ko et al. 2009). Die Tatsache, dass nach außen exponierten Satelliten-DNA-
Sequenzen das strukturelle Ende von kondensierten Pachytänchromosomen bilden, könnte 
zudem mit einer Bedeutung der subtelomerischen Satelliten-DNA für die Anheftung der Inter- 
und Prophasechromosomen an die Kernmembran zusammenhängen (Zhong et al. 1998). 
An 13 Enden kolokalisierten auf B.-vulgaris-Pachytänchromosomen die Signale der BAC-
Marker und der terminalen Sonden oder waren direkt benachbart, optisch jedoch deutlich 
trennbar. Auf Pachytänbivalenten von Mais konnten zwei Regionen von 100 kb Abstand als 
getrennte Signale detektiert werden (Wang et al. 2006). Pachytänchromosomen ermöglichen 
ein Abschätzen von Distanzen, aber aufgrund der zum Teil unterschiedlichen Kondensations-
grade (Abb. 3.15) keine Messung von Abständen. Zudem sind Unterschiede im Auflösungs-
vermögen eu- und heterochromatischer Bereiche auf Pachytänchromosomen noch deutlicher 
ausgeprägt als auf Metaphasechromosomen; es unterscheidet sich in Tomate um den Faktor 
30 im Euchromatin und um den Faktor 4-5 im Heterochromatin (Ramanna und Prakken 1967, 
Zhong et al. 1996).  
Um Distanzen besser einschätzen zu können, wurde an vier ausgewählten Enden der Abstand 
zwischen BAC-Marker und terminalen Sequenzen an gestreckten Chromatinfasern untersucht. 
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Auf diesen Fasern können 700 bp entfernte Signale optisch getrennt werden (Figuera und 
Bass 2010). Sie bieten damit eine weit höhere Auflösung als Pachytänchromosomen, jedoch 
ist die Chromosomenstruktur als solche nicht mehr erkennbar. Am Ende von Chr 2N wurde 
auf gestreckten Chromatinfasern nur ein geringer Abstand zwischen BAC und Telomer fest-
gestellt. Das Auffinden weiterer genetischer Marker in diesem Bereich ist unwahrscheinlich, 
so dass basierend auf den zytogenetischen Daten das Nordende der LG 2 als abgeschlossen 
betrachtet werden kann. Der BAC für das Chr 3S ergab in mehreren Versuchen kein Fiber-
FISH-Signal. Das könnte an einem hohen Anteil repetitiver DNA liegen (Jiang und Gill 
2006), die zwar die Lokalisierung des BACs auf kondensierten Metaphase- und Pachytänch-
romosomen zuließ, nicht aber auf DNA-Fasern. Kurze Targetbereiche können in Fiber-FISH 
teilweise nicht vom Hintergrund unterschieden werden (Jiang und Gill 2006), so dass durch 
Einzelkopiebereiche des BACs hervorgerufene Signale möglicherweise nicht als Targetregion 
identifiziert wurden. Ein kurzer Targetbereich für die Telomersonde war wahrscheinlich auch 
am Ende Chr 9S ursächlich dafür, dass keine Abtrennung echter Telomersignale von Artefak-
ten möglich war und der Abstand zwischen BAC und Telomer dadurch nicht bestimmt wer-
den konnte. An der Position Chr 4S war die Zielregion des BACs zu weit vom physikalischen 
Chromosomenende entfernt, um eine Zuordnung zu einem terminalen Signal zu ermöglichen, 
so dass hier ebenfalls keine Distanzmessung durchgeführt werden konnte. Da auf gestrecktem 
Chromatin Distanzen von etwa 100 kb überbrückbar sind, kann geschlussfolgert werden, dass 
auf Pachytänchromosomen eng benachbarte oder gar kolokalisierende Signale physikalisch 
dennoch mehr als 100 kb auseinanderliegen können. In diesen Bereichen können weitere 
Marker enthalten sein, besonders in den subtelomerisch lokalisierten euchromatischen und 
genreichen Regionen (Schmidt und Heslop-Harrison 1998).  
Durch FISH an Pachytänchromosomen wurden fünf BACs in deutlicher Entfernung zum 
Chromosomenende detektiert (Chr 2S, 6S, 8N, 8S, 9N). Es ist somit davon auszugehen, dass 
die in ihnen enthaltenen terminal kartierten genetischen Marker nicht den Abschluss der 
zugehörigen Kopplungsgruppenenden darstellen, sondern, dass die Kopplungsgruppen dort 
distal durch weitere Marker, wie zum Beispiel SNPs, erweitert werden können. 
4.2.3 Abschluss genetischer Kopplungsgruppen durch die Verbindung von zytogene-
tischen und in-silico-Daten  
Mit Hilfe zytogenetischer Verfahren können DNA-Bereiche auf Chromosomen lokalisiert und 
ihre Anordnung festgestellt werden, ihre Auflösung ist jedoch beschränkt. DNA-Sequenzen 
aus in-silico-Daten bieten die Möglichkeit, Entfernungen nukleotidgenau zu ermitteln, liefern 
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aber meist keine Informationen über ihre chromosomale Position und Strangorientierung. Um 
die Entfernung terminaler genetischer Marker zum Chromosomenende sowie die Lokalisie-
rung und Orientierung von Scaffolds zu ermitteln, wurden die entsprechenden in-silico-
Chromosomenabschnitte der Zuckerrübengenomsequenz RefBeet 1.0 (Dohm et al., in Begut-
achtung) bioinformatisch analysiert und zytogenetische Daten einbezogen. 
Die Position der identifizierten Abschnitte auf den in-silico-Chromosomen wurde vom Na-
men und der Nummerierung der Scaffolds abgeleitet. Nicht alle Scaffolds der RefBeet 1.0 
sind auf den in-silico-Chromosomen positioniert beziehungsweise einem Chromosom zuge-
ordnet (Tab. 1.1, Tab. 3.9). Diese Scaffolds können das zusammengesetzte in-silico-
Chromosom potentiell auch am 3’- oder 5’-Ende erweitern. Die Scaffolds Bvchr2.un.sca001, 
Bvchr5.un.sca001 und 0098.scaffold00338 besitzen innerhalb der assemblierten Genomse-
quenz keine eindeutige chromosomale Position. Die genetischen Marker, durch welche sie 
identifiziert wurden, sind durch BAC-FISH verifiziert und ordnen sie den Positionen Chr 2N, 
Chr 5N und Chr 6N und damit den 5’-Bereichen der in-silico-Chromosomen zu. Die in 14 der 
18 analysierten Scaffolds enthaltenen pAv34-Bereiche deuten auf eine terminale Lokalisie-
rung dieser Sequenzabschnitte hin. Es ist jedoch davon auszugehen, dass sich weitere pAv34- 
sowie Telomersequenzen anschließen, die vermutlich in nicht zugeordneten Contigs und 
Scaffolds oder im nicht assemblierten Sequenzanteil vorliegen.  
Die pAv34-Sequenzen sowie zum Teil Telomermotivarrays dienten als Referenz für das 
Chromosomenende, um die Abstände zwischen ihnen und den terminalen genetischen Mar-
kern zu bestimmen. Es wurden Werte zwischen 2,33 kb (Chr 2N; unter Berücksichtigung der 
Subklonsequenzen) und 1,48 Mb (Chr 9N) ermittelt.  
Die auf Pachytänchromosomen detektierten Distanzen zwischen BACs und terminalen Se-
quenzen wurden mit den bioinformatisch ermittelten Distanzen in Beziehung gesetzt 
(Abb. 3.20 A). Die Maximal- und Minimalwerte der Gruppe 2 überschneiden sich mit dem 
Höchstwert von Gruppe 1 und dem niedrigsten Wert von Gruppe 3. Das kann verschiedene 
Ursachen haben:  
1) Die in-silico-Daten geben die exakte Entfernung des genetischen Markers (nicht des 
BACs) zu terminalen Sequenzen an. Die Einteilung der Chromosomenenden in Gruppen 
erfolgte nach der optischen Trennbarkeit der Signale des BACs und von pAv34, bezie-
hungsweise der Telomere, wenn pAv34 nicht detektierbar war. Die optische Trennbarkeit 
ist abhängig von der Qualität der Präparate, der optischen Auflösung und dem Auflö-
sungsvermögen der Chromosomen, das je nach Streckung variieren kann. Neue Verfahren 
in der Fluoreszenzmikroskopie mit optischen Auflösungen im Nanometerbereich (Flors 
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und Earnshaw 2011) beziehungsweise die Verwendung von gestreckten und damit bis zu 
20fach höherauflösenden Pachytänchromosomen (Koo und Jiang 2009) könnten mehr In-
formationen über die Anordnungen von kolokalisierenden oder dicht benachbarten Signa-
len liefern.  
2) Das Auflösungsvermögen hetero- und euchromatischer Bereiche unterscheidet sich auf 
Pachytänchromosomen. In Tomate zum Beispiel wurden Unterschiede um den Faktor 
zehn festgestellt (Ramanna und Prakken 1967; de Jong et al. 1999). Somit können Signale 
von BACs, deren Marker auf Sequenzebene eine ähnliche Entfernung zu pAv34 haben, 
auf Pachytänchromosomen durch unterschiedlich kondensierte Regionen verschiedene 
Abstände zum Chromosomenende zeigen.  
3) Bei der Assemblierung von Sequenzdaten werden „N“-Bereiche eingefügt, wenn die 
Distanz zwischen zwei Abschnitten, nicht aber die enthaltene Nukleotidabfolge bekannt 
ist, um dennoch eine kontinuierliche Sequenz zu erstellen (Barton und Barton 2012). Das 
Beispiel von Chr 2N zeigt, dass solche Scaffoldregionen, die pAv34-Motive flankieren, 
ebenfalls die Satelliten-DNA-Sequenz enthalten können und somit die in-silico ermittelten 
von den realen Abständen abweichen können (Abb. 3.26). 
Die identifizierten Scaffolds von Chr 1S, 2S, 8N, 9S sind den 3’- oder 5’-Enden der in-silico-
Chromosomen zugeordnet (Tab. 3.9). Sie enthielten jedoch keine terminalen Sequenzen, so 
dass ihre terminale Lage nicht abgesichert werden konnte. Zudem konnten die exakten Ent-
fernungen der terminalen genetischen Marker zum Chromosomenende nicht bestimmt wer-
den; die Mindestabstände betragen zwischen 423 kb (Chr 9S) und 853 kb (Chr 8N). Am 
Chromosomenende 1S liegen zwischen Telomer und terminalem genetischem Marker die 
18S-5,8S-25S rRNA-Genarrays (Abb. 3.13 B), die im in-silico-Chromosom 1 jedoch nicht 
assembliert sind (Dohm et al., in Begutachtung). Von den Hybridisierungsmustern der BACs 
auf Pachytänchromosomen lässt sich die Lage der 18S-5,8S-25S-rDNA beziehungsweise des 
Telomers 3’-seitig zu den Scaffolds der Enden Chr 1S beziehungsweise Chr 9S herleiten 
(Abb. 3.20 B). Die BACs für Chr 2S und Chr 8N liegen auf Pachytänchromosomen in deutli-
cher Entfernung zu den physikalischen Enden, die beide klare pAv34-Signale zeigen. Auf-
grund der Distanz lässt sich die Lage der Satelliten-DNA relativ zu diesen beiden Scaffolds 
nicht von den zytogenetischen Ergebnissen ableiten. Zwischen den vier Scaffolds und den 
Chromosomenenden sind wahrscheinlich weitere Contigs oder Scaffolds zu positionieren. 
Die geringsten in-silico-Abstände zum Chromosomenende (2,3-64 Mb) zeigen die geneti-
schen Marker für Chr 2N, Chr 6N und Chr 7S sowie der, durch BAC-FISH jedoch nicht 
verifizierte, genetische Marker 4_4326 (Chr 4N). Nur der für Chr 2N ermittelte Wert lag unter 
11 kb. Dieser Wert wurde von Dohm et al. (2009) als durchschnittliche Entfernung zwischen 
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Genen für B. vulgaris ermittelt. LG 2 ist demnach im Norden mit großer Wahrscheinlichkeit 
abgeschlossen. Die Abstände der terminalen genetischen Marker der verbleibenden Kopp-
lungsgruppenenden zum physikalischen Chromosomenende sind zum Teil um ein Vielfaches 
höher als 11 kb. Es ist davon auszugehen, dass für diese Enden distal der terminal kartierten 
Marker weitere Marker zu finden sind, insbesondere, da es sich bei den distalen euchromati-
schen Bereichen oft um genreiche Regionen mit hoher Rekombinationswahrscheinlichkeit 
handelt (Schmidt und Heslop-Harrison 1998, Heslop-Harrison und Schwarzacher 2011, Dohm 
et al. 2012, Dohm et al., in Begutachtung). Hu (2006) verwendete von der Telomersequenz 
des Arabidopsis-Typs abgeleitete TRAP-Marker (target region amplification polymorphism; 
Hu und Vick 2003), um mit ihnen die Enden der Kopplungsgruppen der Sonnenblume zu 
kennzeichnen. Da jedoch bereits die Referenzsequenz des Zuckerrübengenoms vorliegt 
(Dohm et al., in Begutachtung) ist eine Suche nach weiteren Markern zielgerichteter und 
schneller auf Basis dieser Sequenzdaten durchzuführen, als TRAP-Marker für B. vulgaris zu 
entwickeln. 
4.2.4 Orientierung terminaler Scaffolds 
Die Gesamtsequenz eines Chromosoms wird für einen DNA-Strang in 5’→3’-Richtung ange-
geben. Entstammen Sequenzen dem Komplementärstrang, müssen sie zur Bildung einer 
fortlaufenden Nukleotidabfolge in die revers-komplementäre Sequenz umorientiert werden. 
An den Chromosomenenden können subtelomerische und telomerische Sequenzen als Refe-
renzpunkte dienen. Dementsprechend wurden die identifizierten Chromosomenabschnitte mit 
Hilfe der Position darauf vorhandener pAv34-Sequenzen beziehungsweise Telomerarrays 
entlang des in-silico-Chromosoms orientiert (Abb. 3.21). Die Position der terminalen Sequen-
zen ist bei einer korrekten Orientierung des Scaffolds identisch mit dessen Position am 3’- 
oder 5’-Ende des in-silico-Chromosoms. Die Abschnitte für die Chromosomenenden 5N, 6N 
und 9N müssen daher zur Assemblierung der in-silico-Chromosomen in die reverse komple-
mentäre Sequenz umorientiert werden. Identifizierte Scaffolds, denen terminale Sequenzen 
fehlen, waren auf diese Weise schwierig (Chr 1S, Chr 9S) oder gar nicht (Chr 2S, Chr 8N) zu 
orientieren. Für die Enden Chr 1S und Chr 9S wurden die Orientierungen der Scaffolds durch 
die vergleichende Analyse zytogenetischer und bioinformatischer Daten aufgeklärt. Die er-
mittelte Lage der 18S-5,8S-25S rDNA beziehungsweise des Telomers relativ zu den Scaffolds 
(Abb. 3.20) wurde jeweils als Referenzpunkt für die Orientierung genutzt. 
Basierend auf den Contig-Analysen ist die Orientierung der detektierten pAv34-Sequenzen 
feststellbar. Sie ist nicht einheitlich auf allen in-silico-Chromosomenabschnitten. Die subte-
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lomerische Satelliten-DNA ist im Scaffold von Chr 4N distal nach proximal und auf den 
verbleibenden identifizierten Scaffolds von proximal nach distal orientiert (Abb. 3.19). Eine 
Kopf-zu-Kopf-Verknüpfung von Monomeren, wie sie für subtelomerische Satelliten-DNA in 
Roggen (Secale cereale) beschrieben wurde (Vershinin et al. 1995), wurde nicht gefunden. 
Auf den Scaffoldenden von Chr 2N, Chr 3N und Chr 6N sind Telomermotivarrays das ent-
scheidende Indiz für eine terminale Lokalisierung dieser in-silico-Chromosomenabschnitte. 
Der G-reiche Strang der Telomere bildet am 3’-Ende einen Einzelstrangüberhang, der die 
Ausbildung von T-Loops ermöglicht; er ist somit immer zum distalen Ende hin orientiert 
(Louis und Vershinin 2005, Griffith et al. 1999). Die tandemartig angeordneten Telomermoti-
ve erfüllen dieses Kriterium auf den Scaffolds von Chr 2N und Chr 3N (Abb. 3.19 B, C) 
sowie in der reversen komplementären Scaffoldsequenz von Chr 6N (Abb. 3.19 F) und unter-
stützen dadurch die ermittelte Strangorientierung.  
Neben der für Pflanzen typischen Grundsequenz TTTAGGG (McKnight und Shippen 2004, 
Lamb et al. 2007) sind durch Substitution oder Insertion abgewandelte Telomermotive in 
diesen Scaffolds vorhanden. Divergierte Grundmotive sind oft kennzeichnend für die Über-
gangszone vom Telomer zum Chromosom in proximale Richtung (Louis und Vershinin 2005, 
Mizuno et al. 2008, Vaquero-Sedas et al. 2011). Gleiche Motive der divergierten Grundse-
quenz sind in den detektierten Telomerarrays der Scaffolds oft tandemartig angeordnet, wie 
auch für Reis (Mizuno et al. 2008) und Erbse (Macas et al. 2007) beschrieben. Die Telomer-
motivarrays und pAv34-Regionen der drei Chromosomenenden sind nicht direkt benachbart. 
Diese Organisationsmöglichkeit von Telomer und subtelomerischer Satelliten-DNA wurde 
bereits durch Fiber-FISH in B. vulgaris demonstriert (Dechyeva und Schmidt 2006) und auch 
in anderen Arten wie Secale cereale (Vershinin et al. 1995), Solanum lycopersicum (Zhong et 
al. 1998) und S. tuberosum (Torres et al. 2011) beschrieben. In Silene latifolia werden diese 
Spacer durch degenerierte Telomer- oder Minisatellitenmotive sowie andere Satelliten-DNA-
Sequenzen gebildet (Sýkorová et al. 2003b). Es wäre interessant herauszufinden, ob die auf 
den in-silico-Abschnitten von Chr 2N, Chr 3N und Chr 6N gefundenen Bereiche zwischen 
Telomer und pAv34 auch an anderen Chromosomenenden in B. vulgaris mit kurzen oder 
nicht detektierbaren pAv34-Sequenzen auftreten und dort möglicherweise eine puffernde 
Funktion übernehmen. Im Telomerbereich treten Nukleosomen in kürzeren Abständen zuein-
ander auf als in subtelomerischen und proximalen Chromatinregionen (Vershinin und Heslop-
Harrison 1998, Sýkorová et al. 2003b). An das Telomer angrenzende (repetitive) Sequenzen 
dienen daher wahrscheinlich als Pufferzone der unterschiedlichen Chromatinstrukturen des 
Telomers und des Hauptteils des Chromatins (Zhong et al. 1998, Sýkorová et al. 2003b).  
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Interne Telomermotive, jedoch keine Arrays, sind auf allen Scaffolds verstreut über die ge-
samte Sequenz verteilt zu finden. Eine Clusterung von Telomersignalen wurde auf dem in-
silico-Abschnitt für Chr 4N detektiert. Für Chr 1S und Chr 6S hingegen wurden zwar durch 
Southern-Hybridisierung Telomersequenzen auf den BAC-Markern nachgewiesen, auf den in-
silico-Chromosomenabschnitten wurden hingegen keine tandemartig angeordneten Telomer-
motive detektiert. Diese Sequenzbereiche könnten jedoch in den nicht sequenzierten Regionen 
lokalisiert sein. Da die Southern-Hybridisierungssignale nicht stark waren, ist nicht mit langen 
Arrays zu rechnen. Eine telomernahe Lage der untersuchten genetischen Marker ist unwahr-
scheinlich. Das zeigen die in-silico-Daten und die FISH-Ergebnisse, in denen zwischen dem 
entsprechenden BAC und dem Chromosomenende die 18S-5,8S-25S rDNA (Chr 1S) bezie-
hungsweise pAv34 (Chr 6S) nachgewiesen wurde (Abb. 3.13). Durch Chromosomenfusionen, 
-inversionen (Fuchs et al. 1995) oder selten durch die Insertion telomerischer Sequenzen 
während der Reperatur von Doppelstrangbrüchen können Telomersequenzen in internen 
chromosomalen Regionen auftreten (Stellwagen et al. 2003, Nergadze et al. 2007, Bolzán 
2011). Sie stellen dort jedoch keine funktionellen Telomere dar (Louis und Vershinin 2005). 
In A. thaliana und O. sativa wurden zudem kurze Telomermotive gehäuft in der 5’-UTR von 
Genen nachgewiesen (Gaspin et al. 2010).  
Die Sequenzdaten und zytogenetischen Untersuchungen lieferten zum Teil abweichende 
Ergebnisse. Am Chromosomenende 6N ist pAv34 zwar in silico, nicht jedoch zytogenetisch 
nachweisbar. Dieser Widerspruch lässt sich durch die erhöhte Sensitivität der in-silico-
Datenanalyse erklären. Sie liegt auf Nukleotidebene und ermöglicht, den relativ kurzen 
pAv34-Bereich von etwa 640 bp zu detektieren, während die Nachweisgrenze auf Pachy-
tänchromosomen etwa 3 kb beträgt (Figueroa und Bass 2010). Auf den Scaffolds für Chr 2S 
und Chr 7N liegen die zwei für die jeweiligen Kopplungsgruppen terminal kartierten Marker 
in einer Entfernung von 770 kb beziehungsweise 3,4 Mb zueinander. Die durch 2_4958 und 
7_4359 selektierten BACs wurden durch FISH auf Metaphasechromosomen perizentrome-
risch bis interkalar lokalisiert. Basierend auf diesen Ergebnissen war eine größere physikali-
sche Entfernung zu erwarten. Der Widerspruch könnte ein Hinweis darauf sein, dass die 
Markerregionen oder Sequenzabschnitte der Marker nicht in Einzelkopie im Genom vorlie-
gen. Auf dem Scaffold Chr 7N waren nur 248 bp homolog zu 7_4359, die gesamte Markerse-
quenz umfasst jedoch etwa 600 bp (Tab. 3.1). Auch Fehlassemblierungen der Markersequenz 
könnten eine Ursache für die Abweichungen zwischen zytologischen und in-silico-Daten sein.  
Die Nachteile zytogenetischer und bioinformatischer Methoden können durch die kombinierte 
Anwendung der Verfahren zum Teil ausgeglichen werden. Auf den Scaffolds wurden die 
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Entfernungen zu terminalen Sequenzen meist nukleotidgenau ermittelt. Mit Hilfe zytogeneti-
scher Daten wurden 16 der 18 identifizierten Scaffolds orientiert und ihre Positionen auf den 
in-silico-Chromosomen ermittelt beziehungsweise abgesichert. Zudem bieten die FISH-Daten 
eine Einschätzung des Abstands zwischen Markern und Chromosomenenden, auch wenn die 
Scaffolds keine terminalen Sequenzen enthielten.  
4.2.5 Positionierung von Satelliten-DNA-Sequenzen in der Genomsequenz zur Identi-
fizierung von Subfamilien mit chromosomaler Zuordnung 
Satelliten-DNA ist sehr dynamisch und unterliegt einem geringeren Selektionsdruck als Gene, 
so dass schnelle Veränderungen ihrer Nukleotidabfolge und Häufigkeit zu gattungs- oder 
artspezifischen Sequenzfamilien führen, während sie innerhalb einer Art vergleichsweise 
einheitlich sind (Macas et al. 2000, Navrátilová et al. 2008, Macas et al. 2010). Es gibt jedoch 
auch Subfamilien, die nur auf bestimmten Chromosomen eines Genoms vertreten sind. Chro-
mosomenspezifische Varianten wurden zum Beispiel für den zentromerischen A.-thaliana-
180-bp-Satelliten beschrieben und sind vermutlich durch unabhängige Homogenisierung der 
Sequenzen oder Amplifikation jeweils spezifischer Versionen auf den einzelnen Chromoso-
men entstanden (Heslop-Harrison et al. 1999). In B. vulgaris wurden sechs Subfamilien der 
zentromerischen Satelliten-DNA-Familie pBV beschrieben, von denen pBV VI eine chromo-
somenspezifische Verteilung auf 12 Chromosomen zeigt (Menzel et al. 2008, Zakrzewski et 
al. 2011). Die Zuordnung von einzelnen Satelliten-DNA-Sequenzen zu Chromosomen ist 
schwierig, da sie häufig auf mehreren oder sogar auf allen Chromosomen vorhanden sind. Die 
Homologie unter den Vertretern einer Sequenzfamilie macht nicht nur ihre eindeutige Positi-
onierung durch FISH schwierig bis unmöglich, sondern erschwert außerdem ihre korrekte 
Assemblierung zu einer fortlaufenden Nukleotidabfolge in der Genomsequenz. Kennt man 
jedoch die chromosomale Herkunft von Satelliten-DNA-Sequenzen, kann dadurch ihre kor-
rekte Assemblierung ermöglicht werden. Vom Chr 2N-spezifischen BAC isolierte Sequenzen 
der subtelomerischen Satelliten-DNA pAv34 wurden in den in-silico-Chromosomenabschnitt 
von Chr 2N eingeordnet. Es wurde überprüft, ob möglicherweise chromosomenspezifische 
pAv34-Varianten existieren. Dazu wurden die ermittelten pAv34-2N-Monomere mit Kopien 
aus dem Datensatz der nicht assemblierten Einzelsequenzen der RefBeet 0.2 sowie mit der 
Referenzsequenz des Zuckerrübengenoms (RefBeet 1.0) verglichen. 
Durch die Zusammensetzung der Subklonsequenzen zu Subklon-Contigs und deren Einord-
nung in den in-silico-Abschnitt von Chr 2N wurde die Basenabfolge nicht sequenzierter Be-
reiche aufgeklärt. Die Annahme, dass nicht sequenzierte, pAv34-flankierende Abschnitte zum 
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Teil aus Sequenzen der Satelliten-DNA bestehen können, wurde bestätigt. Es ist davon aus-
zugehen, dass die festgestellten Divergenzen zwischen den in-silico-Daten und den Sequen-
zen der Subklon-Contigs auf Fehlassemblierungen repetitiver Bereiche in der RefBeet 1.0 
zurückzuführen sind, denn:  
1) Für die Assemblierung der Subklonsequenzen zu Subklon-Contigs wurden hundertprozen-
tig identische Überlappungsbereiche vorausgesetzt und Subklon-Contig 1 war durch drei 
und Subklon-Contig 2 durch sechs überlappende Subklone abgesichert.  
2) Die durch Southern-Hybridisierung für den analysierten BAC abgeschätzte und die in den 
assemblierten Subklon-Contigs detektierte Größe des pAv34-homologen Bereichs sind 
nahezu identisch. Die pAv34-homologe Region ist daher durch die ermittelten Sequenzen 
vermutlich bis auf einen Teilabschnitt eines Monomers abgedeckt. Es ist somit unwahr-
scheinlich, dass die Subklon-Contigs falsch zusammengesetzt wurden. 
3) Die Subklon-Contigs im Scaffold wurden durch nicht repetitive Bereiche positioniert.  
In der de-novo-Genomassemblierung müssen aufgrund von Sequenzierfehlern zur Contigbil-
dung Fehlpaarungen toleriert werden, um überlappende Bereiche zu finden (Kelley et al. 
2010). Diese Fehlpaarungen können jedoch zu falschen Überlappungsbereichen führen (Kel-
ley et al. 2010), besonders in Bezug auf tandemartig angeordnete repeats. Dadurch erschwert 
repetitive DNA die Zusammensetzung von Contigs und Scaffolds und kann zu Fehlassemblie-
rungen führen (Aparicio et al. 2002, Pop et al. 2004). Dohm et al. (in Begutachtung) gehen 
zudem davon aus, dass hoch repetitive DNA-Sequenzen in großem Maße nicht in der Ref-
Beet 1.0 assembliert wurden. Die Einordnung der pAv34-2N-Subklon-Contigs hilft, nichtse-
quenzierte Bereiche auf diesem Scaffold in Richtung einer kontinuierlichen Sequenz zu kom-
plettieren und erhöht den Informationsgehalt hinsichtlich der Auflösung repetitiver Bereiche 
und physikalischer Abstände zwischen Genombereichen (Barton und Barton 2012). 
Die Ergebnisse des Sequenzvergleichs von pAv34-2N-Kopien und pAv34-Monomeren der 
RefBeet 0.2 unassembl. deuten auf die Ausbildung von Subfamilien der subtelomerischen 
Satelliten-DNA. Monomere von pAv34, die eine Klade bilden, entstammen möglicherweise 
demselben Chromosomenarm. Dafür spricht die Gruppierung aller pAv34-2N-Sequenzen in 
einem Ast des Dendrogramms. Zudem weist diese Gruppe zwei charakteristische Substituti-
onsereignisse auf, die in den anderen Kopien nicht vorhanden waren und die sich durch ihre 
enge Nachbarschaft erklären lassen. Diagnostische Punktmutationen der Sequenzen einer 
Gruppe sind somit ein Indiz für die Herkunft von Monomeren aus der gleichen Chromoso-
menregion. Im Sequenzvergleich mit allen aus der RefBeet 0.2 unassembl. und der Ref-
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Beet 1.0 isolierten pAv34-Volllängenmonomeren gruppieren die pAv34-2N-Kopien ebenfalls 
gemeinsam und gehören demnach zur selben Subfamilie. Allerdings deutet die oftmals ge-
meinsame Gruppierung von Monomeren verschiedener Herkunft, zum Beispiel pAv34-2N 
mit Bvchr8.sca002 und Bvchr4.sca001, darauf hin, dass die Subfamilien keine chromosomen-
armspezifischen Varianten darstellen. In pAv34-Sequenzen des Scaffolds Chr 2N wurden 
jedoch Hinweise auf Fehlassemblierungen detektiert (Abb. 3.26), so dass auch in anderen 
Regionen eine inkorrekte Zusamensetzung der subtelomerischen Satelliten-DNA nicht auszu-
schließen ist. Dadurch könnten Monomere Subfamilien bilden, die nicht der Realität entspre-
chen. Somit ist ausschließlich das Ergebnis des Sequenzvergleichs der pAv34-2N-Kopien und 
der Monomere aus der RefBeet 0.2 unassembl. gesichert. Subtelomerische Sequenzen sind oft 
chromosomenspezifisch (Heslop-Harrison und Schwarzacher 2011). Die genaue Funktion 
subtelomerischer Satelliten-DNA einzuschätzen, ist aufgrund ihrer Komplexität und Variabili-
tät schwierig (Zhang et al. 2004). Es wird vermutet, dass Satelliten-DNA durch ihren Einfluss 
auf die Chromatinstruktur an der Regulation subtelomerischer Gene beteiligt ist (Sýkorová et 
al. 2003b). Charakteristische Sequenzvarianten an homologen Chromosomenenden sind 
möglicherweise für die korrekte Chromosomenpaarung in der Meiose nötig (Schwarzacher 
2003, Corredor et al. 2007).  
Um alle möglichen Sequenzvariationen entlang der Monomere zu berücksichtigen, wurden 
nur Volllängenkopien (insgesamt 205) verglichen. Dadurch wurden Sequenzen, die kein 
vollständiges pAv34-Monomer abdeckten, nicht einbezogen. Dohm et al. (in Begutachtung) 
schätzen den Anteil der subtelomerischen Satelliten-DNA auf etwa 0,6 Mb. Das entspricht bei 
einer durchschnittlichen pAv34-Monomerlänge von 360 bp (Dechyeva und Schmidt 2006) 
etwa 1700 Kopien. Es ist daher davon auszugehen, dass weitere Varianten im Zuckerrüben-
genom vorliegen. 
Die erhobenen Daten zeigen, dass repetitive Bereiche im Scaffold von Chr 2N offenbar feh-
lerhaft assembliert wurden und somit auch in anderen Regionen der B.-vulgaris-
Genomsequenz zu Fehlassemblierungen geführt haben können. An geeigneten Positionen, wie 
zum Beispiel Chr 2N, wo eine geringe pAv34-Kopienzahl vorliegt, können durch Feinanaly-
sen diese Regionen identifiziert und korrekte Sequenzen positioniert werden. Für die Assemb-
lierung von tandemartig angeordneten repetitiven DNA-Sequenzen sind offenbar strengere 
Kriterien hinsichtlich tolerierbarer Fehlpaarungen nötig als für die Zusammensetzung gering 
repetitiver und in Einzelkopie vorliegender Sequenzen.  
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Die Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit detaillierter Analysen von Satelliten-DNA, 
um auch repetitive DNA korrekt zu assemblieren und so eine durchgehend hochqualitative 
Genomsequenz zu garantieren. 
4.3 Ausblick 
Mit Hilfe der entwickelten chromosomenarmspezifischen BAC-Marker können in verwandten 
Kulturarten und Wildrüben homöologe Chromosomen identifiziert werden (Paesold et al. 
2012). Zudem bieten sie eine Möglichkeit, die Evolution von Chromosomen zu untersuchen. 
Interessant wäre zum Beispiel die Analyse, welche chromosomalen Unterschiede in der Sek-
tion Beta und der nahe verwandten Art Spinat dazu führen, dass Spinat 12, B. vulgaris hinge-
gen 18 Chromosomen besitzt. Auch die Satelliten-DNA-Evolution ließe sich hinsichtlich ihres 
Vorhandenseins und ihrer Verteilung durch die Verwendung der chromosomenspezifischen 
Marker und der Satelliten-DNA-Sonden in Verwandten von B. vulgaris untersuchen. 
Die Identifizierung aller B.-vulgaris-Chromosomen bietet die Möglichkeit, einen Spektralka-
ryotyp für Zuckerrübenchromosomen zu entwickeln. Das FISH-Muster der Satelliten-DNA 
könnte als Grundlage dienen, um die Chromosomen nach einem der Sondenverteilung ent-
sprechenden spezifischen Fluoreszenzspektrum zu differenzieren.  
Zwei BACs, die durch FISH chromosomal lokalisiert wurden, enthielten die Sequenzfamilie 
pBV. Die BACs könnten analog des Vorgehens für 110B19 subkloniert werden, um auf ei-
nem Chromosom verankerte Monomersequenzen der Satelliten-DNA zu isolieren und eventu-
ell vorhandene chromosomenspezifische Varianten zu identifizieren.  
Zum Zeitpunkt der bioinformatischen Analysen standen nur die nicht assemblierten Sequen-
zen der RefBeet 0.2 als Rohdaten zur Verfügung. Die korrekte Assemblierung der repetitiven 
Sequenzen der RefBeet 1.0 ist nicht garantiert. Um Fehlassemblierungen als Quelle für feh-
lerhafte Gruppierungen auszuschließen, kann der Sequenzumfang für eine genomweite Ana-
lyse der pAv34-Sequenzen (und anderer Satelliten-DNA-Familien) durch Verwendung der 
Rohdaten der gesamten Referenzsequenz erhöht werden. Mathematische Methoden (Macas et 
al. 2010) ermöglichen zudem, sehr kurze Einzelsequenzen zu vergleichen, so dass das Aus-
sortieren unvollständiger Kopien entfiele. Die Autoren führten Analysen zur Häufigkeit des 
CentO-Satelliten an 454- und Sanger-Sequenzdaten des Reisgenoms durch. Dafür zerlegten 
sie jede Sequenz in ein Set überlappender Oligomere und bestimmten deren Frequenz. Auf 
diese Weise stellten sie fest, dass CentO-Sequenzen, die von demselben Chromosom stamm-
ten, untereinander homogener waren als zu CentO-Gruppen von anderen Chromosomen. Ein 
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weiteres mathematisches Modell zur Identifizierung von Satelliten-DNA-Subfamilien stellt 
die von Novak et al. (2010) beschriebene Kurvenvisualisierung („graph visualization“) dar. 
Die Autoren erstellten Sequenzcluster aus Einzelsequenzen, die jeweils zu einer Sequenzfami-
lie gehörten und analysierten ihre Größe und Verteilung anhand berechneter Graphen und 
identifizierten so Varianten repetitiver Elemente aus 454-Sequenzdatensätzen der Genome 
von Pisum sativum und Glycine max. Mit dieser Methode identifizierten und rekonstruierten 
Renny-Byfield et al. (2012) den Hauptteil der repeats in verschiedenen Nicotina-Arten und 
stellten eine teils zielgerichtete Eliminierung repetitiver Elemente fest. Mit derartigen mathe-
matischen Modellen könnte auch die Verteilung von pAv34- und weiteren Satelliten-DNA-
Kopien im genomischen Maßstab an Sequenzrohdaten von B. vulgaris analysiert werden. Mit 
Hilfe der chromosomenarmspezifischen BACs könnten detektierte Varianten chromosomal 
verankert werden. 
Die DNA-Sequenzen zwischen BAC-Markern und physikalischem Chromosomenende ent-
halten möglicherweise weitere Satelliten-DNA-Familien. Zum Beispiel wurde am Ende 
Chr 2S distal des Markers ein heterochromatischer Bereich festgestellt, der nicht durch pAv34 
oder Telomersignale markiert wurde. Die Sequenzen dieser DNA-Bereiche könnten durch 
Sequenzanalyse der Scaffolds sowie FISH an Pachytänchromosomen mit den betreffenden 
BAC-Markern und Sonden gegen potentiell nah dem Chromosomenende lokalisierte Se-
quenzfamilien, zum Beispiel den von Zakrzewski et al. (2010) beschriebenen HinfIII-
Satelliten, analysiert werden. Diese Ergebnisse könnten bei der Positionierung weiterer Scaf-
folds an den Enden der betroffenen in-silico-Chromosomen helfen.  
Die erzielten Ergebnisse der Arbeit eröffnen somit neue Möglichkeiten der zytogenetischen 
Analyse von B. vulgaris. Sie bieten zudem Ansätze für weiterreichende bioinformatische 
Untersuchungen, die sowohl bei der korrekten Assemblierung der Zuckerrübengenomsequenz 
nützlich sein können, als auch, um unsere Kenntnisse der Satelliten-DNA-Evolution umfas-
send zu erweitern. 
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Abb. 6.1: Nukleotidalignment der pAv34-Kopien von Chr 2N, aus der RefBeet 0.2 unassembl. und der 
RefBeet 1.0 
Im Sequenzalignment (vier pAv34-2N-Kopien, 94 Kopien der RefBeet 0.2 unassembl. sowie 107 Kopien der 
RefBeet 1.0) sind Homologien von mindestens 25 % grau dargestellt, sonst farbig (siehe Legende; C = Cytosin, 
G = Guanin, A = Adenin, T = Thymin), um diagnostische Punkmutationen der pAv34-2N-Kopien detektieren zu 
können. Der rot umrahmte Bereich ist vergrößert dargestellt (unten). Die pAv34-2N-Kopien sowie eine Kopie 
der RefBeet 1.0 zeigen an einer Nukleotidposition (schwarzer Pfeilkopf) ein gemeinsames Substitutionsereignis, 
das sie von allen anderen untersuchten Sequenzen unterscheidet. An einer weiteren Position (grauer Pfeil) zeigen 
pAv34-2N-Kopien ein Substitutionsereignis, das ebenfalls in einigen Monomeren der RefBeet 1.0, aber nicht der 
RefBeet 0.2 unassembl. detektierbar ist.  
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